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Introduction

La maladie d’Alzheimer affecte presque 50 millions de personnes dans le monde dont 1 million
de francais®. Elle est la premiére cause de trouble neurocognitif de la population adulte
mondiale et est devenue un enjeu de santé publiqgue majeur du fait du vieillissement global de
la population et des problémes sociaux et économiques qu’elle engendre?.

En dépit d’'une meilleure compréhension des mécanismes neuropathologiques de cette
maladie tels le rdle de la protéine Tau ou des peptides Béta-amyloides?, les facteurs de risques
environnementaux, génétiques, liés a l'age ainsi que ['étiopathogénie restent toujours
abstraits*.Un nouvel axe d’étude associe la MA a la santé orale et plus particuli@rement aux
maladies parodontales. La santé orale est trés souvent corrélée a la santé générale. De
nombreuses pathologies comme le diabéte, les maladies cardio-vasculaires, respiratoires et

certains cancers seraient liés & une mauvaise santé bucco-dentaire®.

De récentes études semblent montrer un lien significatif entre MA et maladies parodontales®.
Les maladies parodontales regroupant les parodontites et les gingivites sont des maladies
inflammatoires polymicrobiennes touchant les tissus de soutien de la dent. Un déséquilibre
des especes bactériennes (bactéries anaérobies comme Porphyromonas gingivalis) et virales
(virus appartenant au groupe des Herpes virus Humains) au sein du parodonte (dysbiose)
serait une cause de cette pathologie dont la prévalence est trés importante au sein de la
population mondiale et augmente avec I'age.

La MA possédant une forte composante inflammatoire cérébrale, tout comme les maladies
parodontales, suggérant une diffusion d’agents viraux, microbiens, ou inflammatoires depuis
la cavité orale vers le cerveau’.

L’inflammation cérébrale provoquée par I'activation des processus immunitaires cérébraux est
une cause majeure de I'évolution de la MA. L’interaction entre cette inflammation et la
formation des plagues beta-amyloides provoque le développement des protéines Tau qui

engendrent les lésions neuronales®.

Les herpés virus du groupe humain ainsi que certaines bactéries parodontopathogénes
seraient des déclencheurs de cette inflammation selon certaines études®. En effet leur
présence dans les lésions cérébrales de patients décédés atteints de la MA a été démontré
dans de récents travaux*®.

Cette infiltration des agents pathogénes dans le systéme nerveux pourrait avoir lieu soit par
voie oro-nasale soit par le biais d’'un certain type de cellules inflammatoires : les leucocytes

circulants®!.Cette perturbation de I'équilibre microbiologique oral chez les malades d’Alzheimer

10



atteints de maladie parodontale pourrait aggraver I'inflammation au sein des tissus Iésionnels

cérébraux.

Le principal objectif de cette thése, conduite dans le cadre de I'étude ORAMICAL, est de tester
un nouvel outil de PCR microfluidique, la technologie Biomark, afin de peut-étre pouvoir
identifier des pathogénes parodontaux viraux du groupe des Herpés virus humains qui seraient
significativement associés a la MA, ce qui permettrait d’apporter un outil supplémentaire pour
aider tant les professionnels de la santé bucco-dentaire que les gériatres et les neurologues
dans la prévention, le suivi ou le traitement de la MA qui représente et représentera dans les
années a venir pour nous dentistes une part croissante de notre patientéle.

Afin de vérifier les données scientifiques existantes préalablement a la mise en ceuvre du
protocole de I'étude et au test de la technologique PCR microfluidique, nous avons réalisé une
revue de la littérature sur le sujet. Nous ciblerons de préférence une population adulte avec la
moyenne d’age la plus élevée possible en raison du manque de ressources associant cette
problématique a la MA.
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1 Santé orale, microbiologie parodontale et maladie
d’Alzheimer

1.1 Lien entre la santé orale et la santé générale

Il existe une relation synergique entre de nombreuses pathologies systémiques comme le
diabete, des maladies cardio-vasculaires, pulmonaires et une mauvaise santé'? (Figure 1).
Cela est rendue possible par le passage de certaines bactéries ainsi que leurs toxines par voie
sanguine lors de la mastication, des brossages dentaires ainsi que de certains soins, on
appelle ce phénomeéne la bactériémie!®. En présence d’'une maladie parodontale et d'un
contexte inflammatoire, les tissus mous lésés servent de porte d’entrée pour de nombreux
agents pathogénes créant des foyers infectieux ectopiques ainsi que des cytokines
inflammatoires. L’inflammation systémique qui en résulte aggrave donc certains foyers

inflammatoires déja présent ou participe a leur génése*.

La bactérie Porphyromonas gingivalis et ses lipopolysaccharides en traversant la barriere
hémato-encéphalique?® et en dupant le systéme immunitaire ont été retrouvés dans le cerveau
et le liquide cérébrospinal de patients décédés de la MA?S,

Certains herpés virus humains comme le HSV-1 ainsi que le VZV ont été cités dans plusieurs
études comme étant impliqgué dans le développement de la MA'’. Des travaux plus récents
s'intéressent a I'implication d’HHV-6 et d’HHV-7 car ils ont été retrouvés post-mortem dans le
cerveau de patients atteints par la MA®. Le santé orale pourrait ainsi aussi influencer la

progression de la MA?™°,
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1.2 Maladie d’Alzheimer

1.2.1 Définition

La MA et une pathologie neurodégénérative qui évolue lentement. Elle se caractérise par une
atrophie et des pertes neuronales débutant dans la région de I'hippocampe au sein du
cerveau’. Au départ asymptomatique avec une phase pré-clinique assez longue (sauf pour les
formes trés précoces) et qui ne peut étre diagnostiquée qu’a I'aide de techniques d’imagerie
médicale et de la biologie?, elle évolue ensuite vers une forme prodromale, pré-démentielle
gualifiee de Mild cognitive impairment (MCI) avec des signes cliniques pouvant passer
inapergus. Le stade avéré de la MA se caractérise par une importante déficience cognitive. La

maladie est classée en 3 stades : faible ; modérée ; sévére?!:

Dementia due to AD

Pm'.nial AD m. ‘w b m ‘.

No symptoms Very mild symptoms Symptoms interfere Symptoms intecfere Symptoms interfere
that do not interfere with some everyday with many everyday with most everyday
with everyday activities actwies acuvities actvities

Figure 2: Les différents stades de la maladie d’Alzheimer

La MA existe sous 2 formes différentes. Une premiére forme déterminée génétiquement
affectant des patients de moins de 65 ans. On la nomme de maniére fréquente la « maladie
d’Alzheimer jeune ». Notre étude ne s’intéresse pas a cette premiere forme déterminée
génétiquement car nous avons pour objectif de relier la pathologie a des facteurs de risques
buccaux dentaires. La deuxiéme forme est multifactorielle et n’est pas déterminée
génétiquement. Elle touche des patients plus agés, avec une moyenne d’age de 65 ans ou

plus. C’est la forme la plus courante, qui regroupe environ 95 % des cas?.

1.2.2 Prévalence et colt de la pathologie

La MA est la premiére cause de trouble neurocognitif dans la population adulte. L'OMS a
déclaré qu’elle représentait la forme la plus fréquente de démence®. Le codt annuel estimé
dans le monde a dépassé 1000 milliards de dollars US?4, et le handicap associé a été estimé

comme le plus important par rapport a toutes les autres pathologies®.
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1.2.3 Facteur de risques

L’origine de la MA reste encore a ce jour trés mal connue?. La recherche des facteurs de
risques est donc devenue cruciale afin d'essayer de comprendre, prévenir, ralentir le
développement de la maladie.

Premiérement, I'age est I'un des facteurs de risque les plus importants?. Plus 'adge augmente,
plus le risque de développer la MA augmente (figure 3). La moyenne d’age des personnes

atteintes de la MA est de 65 ans ou plus®.

Total:
5.8 Million

65-74 years:
1 million (17%)

° 75-84 years:
2.7 million (47%)
85+ years:

2.1 million (36%)

Figure 3: Prévalence de la maladie d’Alzheimer en fonction des catégories d’ages

Les femmes sont plus atteintes de la MA que les hommes?. Par ailleurs, la présence de I'alléle
€4 au locus de l'apolipoprotéine E (ApoE) sur le chromosome 19 est un facteur de risque de
la MA?2, L’environnement joue un réle clé dans la forme multifactorielle de la maladie qui est
associée a de nombreux facteurs de risques environnementaux modifiables. Pouvoir
reconnaitre ces facteurs de risques permet de prévenir et, ou de retarder I'apparition de cette
pathologie?’. Un faible niveau d’éducation, un manque d’exercice physique, la présence de
facteurs de risques cardiovasculaires, des antécédents de traumatismes cérébraux, des
facteurs de risques liés a la nutrition, 'immunité, la fonction mitochondriale ainsi que les

infections sont associées a une plus forte probabilité de développer la MAZ2,

1.2.4 Diagnostic

Le diagnostic de la maladie fait suite aux symptdmes cliniques dont souffrent les patients! qui
viennent généralement consulter suite a une dégradation de leur qualité de vie. Le diagnostic
doit d’abord exclure d’autres pathologies telles que la démence a corps de Lewy diffus, la
démence fronto-temporale ou également la présence de tumeurs cérébrales?,

Des outils diagnostic comportementaux et cognitifs permettent de différencier et de classifier

les différents troubles mentaux afin de mieux les diagnostiquer®®. On peut citer parmi ceux-ci
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le DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition )* qui
correspond au test de référence, respectivement les CIM-10%* et CIM-113! qui correspondent
a la Classification internationale des Maladies, 10°™ et 11°™e révision et le NINCDS-ADRDA??
pour (National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the
Alzheimer's Disease and Related Disorders Association). Les tests cognitifs, fonctionnels et
comportementaux sont complétés d’'un bilan sanguin et de tests par biomargueurs (ponction

lombaire ou imagerie cérébrale), suivant le cas, pour conforter le diagnostic de MA?2,

1.2.5 Traitement

A I'heure actuelle aucun traitement qui permet de ralentir la progression de la MA ou d’en
guérir. Les traitements actuels permettent seulement d’atténuer les symptédmes en agissant
sur la quantité de neurotransmetteurs dans le cerveau via leur augmentation®. Actuellement
on retrouve cing molécules actives sur le marché pouvant étre prescrite par un médecin
gériatre, un neurologue ou un psychiatre : le Donépézil, la Rivastigmine et la Galantamine
agissent comme des inhibiteurs de de la cholinestérase. Un agoniste des récepteurs N-méthyl-
D-aspartate (NMDA) appelé la Memantine peut étre utilisée en association avec le Donépézil.
Elle est recommandée chez les patients atteints de démence modérée a sévere avec des
troubles de I'attention. Associé aux traitements médicamenteux, la stimulation cognitive, les
thérapies cognitives et musicales permettent de diminuer [I'apparition des troubles
neuropsychiatriques et du comportement®3. Les démences engendrent un colt énorme a
I'échelle mondiale, on estime que d’ici 2030 les dépenses engendrées par leur prise en charge
représenteront le PIB des Pays-Bas ou de I'Arabie Saoudite, soit 2 billions de dollars
américains®®.Le Lécanémab (Legembi) est autorisé aux Etats-Unis pour traiter les formes
débutantes de la MA. Ce nouveau traitement est en cours d'examen en Europe ou il suscite
de grands espoirs, compte tenu du manque dramatique de thérapie contre les démences.
Chez les patients qui sont a un stade précoce de la maladie, le traitement a permis de réduire

de 35% le déclin cognitif et fonctionnel. 26000 dollars/an.®

1.2.6 Mécanismes neuropathologiques de la maladie d’Alzheimer
Le processus de dégénérescence neuronale causant la MA est lié a la présence de deux

composants cérébraux : les plaques amyloides et la protéine Tau hyperphosphorylée®.

1.2.6.1 Les plaques amyloides

Les plaques amyloides sont produites lors du clivage de de la protéine précurseur de

lamyloide (APP)%, glycoprotéine transmembranaire présente dans les neurones. Chez le
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sujet sain, elle va étre clivée majoritairement par la protéase a pour former le peptide circulant
sAAP-a dont la présence est extracellulaire. Le fragment sAAPa ainsi que le fragment restant
de la protéine APP sont solubles et facilement dégradables 3.

Chez les patients atteints par la MA, c’est la protéase-f intervient dans le clivage de la protéine
APP. Le fragment issu du clivage est un peptide AB de forme insoluble et tres stable. Les
peptides AR s’accumulent alors en extra-cellulaire et forment des agrégats nommés plaques
amyloides qui vont perturber le bon fonctionnement neural®®. L’accumulation de ces plagues
va étre a l'origine d’une pénétration plus importante du calcium dans les neurones entrainant

une réaction inflammatoire puis la mort de la cellule.

1.2.6.2 Hyperphosphorylation de la protéine Tau

La protéine Tau fait partie des composants du cytosquelette de la cellule?’. Lorsqu’elle
s’associe avec les microtubules, elle permet de maintenir leur organisation et leur
polymérisation. Les enchevétrements neurofibrillaires retrouvés dans la MA correspondent a
une accumulation de la protéine Tau hyperphosphorylée. Une hyperphosphorylation de la
protéine Tau est provoquée par 'augmentation anormale intracellulaire du calcium causé par
'accumulation extra-cellulaire de peptides AB qui se détachent des microtubules et forment
des filaments hélicoidaux nommeés neurofibrilles. Ce processus va modifier la polymérisation

du cytosquelette et entrainer la mort du neurone?.

1.3 Maladies parodontales

1.3.1 Définition

Le parodonte est un ensemble de structures qui assurent la fixation et le soutien des dents sur
les maxillaires, on le qualifie de « tissu de soutient des dents »*8. Il constitue un premier
rempart contre la pénétration des différents micro-organismes au sein des tissus sous-
jacents®. On distingue le parodonte profond qui comprend I'os alvéolaire, le desmodonte et le

cément ; du parodonte superficiel constitué par la gencive libre et attachée (figure 4).
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Corticale alvéolaire
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Figure 4 : Le parodonte

Les maladies parodontales sont des maladies inflammatoires et polymicrobiennes qui
touchent les tissus profonds et superficiels du parodonte®®. Au stade initial, lorsque le
processus inflammatoire ne touche que la gencive c’est une gingivite. Lorsque celle-ci persiste
et progresse, elle atteint les tissus profonds qui comportent I'os alvéolaire, le cément et le
ligament. Cette progression correspond au stade de la parodontite qui se caractérise par la
formation de poches parodontales atours des dents, de résorptions alvéolaires et I'apparition
de récessions gingivales entrainant de nombreux problemes de mobilités, de sensibilités et

facilitant le passage d’agents infectieux viraux et bactériens'?.

1.3.2 Facteur de risque

Les facteurs de risque sont des variables et modifient I'incidence, la sévérité, la gravité des
atteintes pathologiques auxquelles ils sont associés. lls peuvent étre locaux ou généraux,
modifiables ou non, issus de I'environnement ou acquis génétiquement. Dans le cas des
maladies parodontales on peut retrouver des facteurs de risque locaux, tels que les
encombrements, les malpositions dentaires ou les restaurations iatrogénes qui peuvent
exercer une influence sur les manceuvres d’hygiene, en favorisant 'accumulation du biofilm,
ou bien, avoir un impact sur la réponse immunitaire et la cicatrisation de I'note*!.

De nombreuses études ont mis en évidence de nombreuses associations avec des facteurs
de risques généraux tels I'age et le sexe*?, I'ethnie*, les habitudes de vie tel le tabagisme, la
consommation d’alcool ou le stress**, le diabéte*, les facteurs hormonaux tels I'ostéoporose,

les carences en calcium et vitamines et les facteurs génétiques*®.
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1.3.3 Les parodontites

La classification de Chicago*’ décrit trois types de parodontites : les parodontites nécrotiques,
les parodontites comme expression d’'une maladie systémique et les parodontites induite par
la plague uniguement. Ces derniéres regroupent les parodontites agressives et les

parodontites chroniques qui se distinguent par leur stade et leur grade*’ (Figure 5).
STADES : SEVERITE - COMPLEXITE

» 3a4mm/ non
» A 15 5353%
— 1]
- Fr =5 mm
. Heorizontale Horizontale Verticale Verticale
essentiellement essentiellement =3 mm =3 mm
3L ter-radiculaire HNon ou classe | Mon ou classe | ] i

m ¥ Elle est consideér i localisée lorsgu t < 30% des dents ! généralisée & towche » 30% des dents

GRADES : RAPIDITE DE PROGRESSION
Taik deé progression Grade B - Modéré Grade € - Rapide

éolyse radsographique

Critéres =% Ratio pourcentage d alvbolyse/bge”

=# Ratio guantité de plague,/destruction
parodontale*

¥ Consommation quotidienne de cigarettes

Facteurs
maodifiants

=» Diabdtes

Figure 5: Critéres des stades et des grades de la classification des parodontites

1.4 Maladie d’Alzheimer et flore parodontale bactérienne

1.4.1 Laflore parodontale

Il existe dans la cavité orale environ 700 especes différentes de microorganismes qui vivent
en symbiose, dont la moitié sont non cultivables en laboratoire®. Cette flore n’est pas fixe, des
modifications peuvent s’opérer a la suite de changements au sein de I'environnement buccal
et de l'organisme des patients*®. Le risque est que certains agents pathogénes présent
normalement en infériorité se multiplient et deviennent prédominants : cela conduit a une
dysbiose. La maladie parodontale débute alors suite a une réponse immunitaire mis en place
par 'organisme du patient pour se défendre?®. La flore parodontopathogéne est principalement
composée de bactéries a gram négatif et anaérobies. Les plus couramment retrouvées sont :
Prevotella  intermedia  (Pi), Porphyromonas gingivalis (Pg), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa), Fusobacterium nucleatum (Fn), Treponema denticola (Td) et
Treponema forsythia (Tf)%C.
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L’étude de Socransky et al.>! a permis de mettre en évidence les différents complexes
bactériens et leur effets cliniques.

A I'état sain, on retrouve principalement dans le biofilm les bactéries des complexes bleu,
jaune, violet et vert. Dans le cas de maladies parodontales, les bactéries du complexe rouge,
Tf, Pg, et Td et du complexe orange augmentent®!. Le complexe rouge, le plus délétére, est
associé aux parodontites séveres, a une augmentation de la profondeur des poches

parodontales ainsi qu’a un saignement au sondage (Figure 6).

C. gracilis

C. rectus
C. showae
E. nodatum
F. nuc. nucleatum
nuc.
P. interme:
P. micros
P, nigrescens
S. constellatus S. mitis
i oralis
sanguis
Streptococcus sp.
S. gordonii
Actinomyces
species S. intermedius
/7 V. parvula ™
LA,

\odomolyﬂcul)/s corrodens
" [ C. gingivalis
| C. sputigena
| C.ochracea
C. concisus

Figure 6 : Les différents complexes bactériens

1.4.2 Le biofilm parodontal

Un biofilm correspond a une organisation de micro-organismes au sein d’une matrice
composée de protéines, d’acides nucléiques et de polysaccharides extracellulaires, pouvant
coloniser tous les environnements. Les biofilms se forment en effet spontanément sur les
surfaces ; ils sont donc omniprésents dans notre environnement®?,

La croissance du biofilm bactérien est organisée, avec des étapes d’association, d’adhérence
puis de multiplication et de maturation. Sur des colonisateurs primaires qui dans le cas des
maladies parodontales seront principalement des streptocoques du complexes jaunes, les
actinomyces du complexe bleu ainsi que les bactéries du complexe violet et vert vont adhérer
des colonisateurs secondaires marquant I'étape de coagrégation. L’étude du microbiote a
donc permis de mettre en évidence les différents réles des bactéries constituant le biofilm.
Certains micro-organismes ont la capacité d’orchestrer la dysbiose permettant I'invasion et la
propagation de linfection®®. lls agissent principalement dans lintérét d’autres espéces
présentes afin d’engendrer une destruction massive®. On qualifie ces micro-organismes de «

clés de volte ». C’est le cas de Pg dans le cadre du biofilm parodontopathogéne. Elle a la
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capacité de pénétrer et de détruire les tissus ainsi que de désactiver les défenses immunitaires

de I'hote’

1.5 Maladie d’Alzheimer et Herpés virus oraux

1.5.1 Classification des Herpés virus oraux

Il existe une centaine d’herpés virus (HHV) plus ou moins décrits. L'Homme peut étre infecté

par seulement huit virus appartenant a cette grande famille :

HHV1 : Herpés simplex virus de type 1, HSV-1

HHV2 : Herpés simplex virus de type 2, HSV-2

HHV3 : Virus de la varicelle ou du zona, VZV

HHV4 : Epstein Barr virus, EBV

HHV5 : Cytomégalovirus, CMV

HHV6 : Herpés virus humain 6A et 6B, HHV6A et HHV6B
HHV7 : Herpés virus humain 7, HHV7

HHV8 : Herpés virus associé au sarcome de Kaposi, KSHV

Ces huit HHV sont classés dans la famille des Herpesviridae et répartis en trois sous-familles

Alpha herpesvirus/Alphaherpesvirinae : lls sont caractérisés par un cycle reproductif
extrémement rapide de seulement quelques heures, une destruction rapide de la
cellule infectée et une capacité a se répliquer dans une large variété de tissus de I'héte
et comprenant HSV-1 et HSV-2 et le VZV.

Beta herpesvirus ou Betaherpesvirinae : lls sont caractérisés par un cycle de
multiplication long de 15 jours, avec une infection progressant lentement dans les
cellules et comprenant CMV, HHV-6 et HHV-7.

Gamma herpesvirus ou Gammabherpesvirinae : lls ont un nombre trés limité de cibles

cellulaires et comprenant EBV et HHV-8.

Déroulement des infections i herpésvirns
(berpein — mmper, en grec)

Reéponse immunitaire

Pritno-infection Latence Réactivation Récurrence
= réinfection endogene

Figure 7: Déroulement d’une infection par herpés virus®
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1.5.2 Mode d’action des Herpés virus

Ce sont des virus a ADN gui comportent des génomes de grande taille :120 a 130 kilo paires
de bases. lls contiennent un nombre élevé de génes capables de produire une centaine de
protéines au cours du cycle réplicatif. Leur transmission interhumaine nécessite généralement
des contacts étroits par transmission de fluides corporels dus a la présence de leur enveloppe
labile. Aprés l'infection initiale, ces virus restent quiescents dans les cellules hétes spécifiques
et peuvent ultérieurement se réactiver. Les syndromes clinigues dus a la primo-infection
peuvent étre trés différents de ceux provoqués par leur réactivation. Malgré le fait qu’ils soient
génétiqguement et structurellement similaires, ils provoquent un large panel de syndromes
cliniques généralement non chevauchants.

La réplication de ’ADN viral est trés différente de celle de 'ADN cellulaire car elle exige la
présence d’'une ADN polymérase d'origine virale.®® La caractéristique essentielle des
infections aux différents herpés virus est de persister a vie dans 'organisme aprés la phase
de primo-infection. Le virus reste dans une forme de stase mais il conserve la capacité d’étre
activé a tout moment pour provoquer des symptémes cliniques. La phase de quiescence
désignée comme une "infection latente" permet au virus d’échapper au systéme immunitaire
étant donné qu’il n’exprime quasiment aucun antigéne. A ce stade seul le génome viral ADN
se maintient dans la cellule infectée de fagon autonome, notamment au cours des mitoses de
la cellule héte. Pour des raisons variées comme la fatigue, le stress, I'inflammation le virus
peut se réactiver rapidement via 'accomplissement d’'un cycle viral complet et productions de
nouveaux virons donnant alors une réinfection endogéne : on appelle ce phénomeéene une
récurrence. Les récurrences sont l'occasion d'une excrétion virale, souvent asymptomatique,

assurant l'infection de nouveaux hotes.

1.5.3 Herpes virus et maladie parodontale

La pathogénie des maladies parodontales est considérée comme un processus a plusieurs
étapes impliquant des interactions complexes entre HHV, bactéries, facteurs de I'héte et
facteurs environnementaux modulateurs de la maladie®. Les HHV sont connus pour
augmenter la gravité de la maladie chez les patients parodontaux®’. Des études concernant
principalement HSV-1, EBV, CMV et HHV-7, ont montré une association significative entre ces
derniers et les maladies parodontales®®,

Parmi les facteurs de risque des gingivites non induites par la plaque on peut citer des virus
tels que HSV-1, VZV, EBV, HPV qui provoquent tous les symptdmes couramment retrouves

dans cette affection gingivale : inflammation, rougeurs, cedémes et saignement®. On retrouve
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les virus HSV-1 et EBV dans les tissus parodontaux de patients atteints de parodontite
chronique®®. Les virus EBV, HSV-1, HHV-6 et CMV seraient associés a la gingivite ulcéro-
nécrotique et VZV pourrait contribuer a une nécrose du parodonte et de I'os mandibulaire.

Une méta-analyse®! a pu montrer qu’une fréquence élevée de détection d'EBV est associée a
un risque accru de parodontite. L'association entre la co-infection herpétique/bactérienne et
les maladies parodontales ont aussi été décrites, comme pour Pg et CMV ou Aa et HSV-1.
Cependant, la maniére dont les interactions entre les herpés virus et les bactéries

parodontales influencent l'inflammation parodontale n'est toujours pas claire.

1.5.4 Herpeés virus et maladie d’Alzheimer

A ce jour, de nombreux travaux commencent a établir un lien solide entre la MA et les infections
herpétiques®. Les herpés virus, notamment le HSV-1, ainsi que le VZV'’, ont été cités comme
impligués dans le développement de la MA, bien que ces relations restent controversées.
Chen et al.®® et Bae et al.®* ont constaté que le zona était associé a un risque clair mais faible
de MA et de démence, et a un risque significativement plus faible chez les personnes traitées
par des antiviraux. Il a en effet été suggéré par des études récentes que le traitement antiviral
de type acyclovir ou valacyclovir serait associé a une diminution ultérieure de l'incidence de la
MA chez les personnes infectées par I'herpés, ayant ainsi un effet protecteur®®. Le traitement
antiviral a aussi été associé a un risque réduit de démence a long terme chez les personnes
présentant des signes manifestes d'infection herpétique®. Cette constatation est conforme
aux résultats antérieurs indiquant que les herpes virus sont impliqués dans la pathogenése de
la MA. Cependant, ces observations ne permettent pas d'établir une relation de cause a effet
entre I'herpés virus, le traitement antiviral et la démence.

De méme, la question de I'effet de la vaccination contre le virus HZ reste débattue. Selon les
résultats d’'une premiére étude sur le sujet, la vaccination contre le virus HZ a ainsi été
retrouvée associée a un risque réduit de démence®.Une seconde étude a évalué la relation
entre la vaccination contre le virus HZ et les troubles cognitifs. Les résultats mettent également
en évidence que la vaccination contre le virus HZ réduit le risque de démence®’.

Un nombre croissant d’études plutdt solides associent HSV-1 avec un risque majeur de
présence de MA®" 8, D’autres études récentes s’intéressent a la possible implication du HHV-
6 dans la MA®8. En effet, une augmentation de la quantité de HSV-1 et HHV-6A/7 a été
observée dans le cerveau de patients décédés et atteints de MA?8,

Une autre étude a pu montrer que, chez les patients atteints de MA, la fréquence de HHV-6
était élevée (70 %) tandis qu’elle était plus faible faible chez les témoins non atteints par la MA
(40 %). Elle a aussi mis en évidence que HHV-6 et HSV-1 étaient retrouvés dans 54 % des

cerveaux des patients atteints de MA. Cependant, HSV-1 a aussi été retrouvé dans le cerveau
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d'une forte proportion de témoins agés infectés mais asymptomatiques®. La plupart des
patients atteints de la MA, contre trés peu de témoins agés, étaient porteurs de l'alléle APOE-
€4, la présence du HSV-1 dans le cerveau et IAPOE-¢4 ont ainsi été proposés comme un
facteur de risque majeur de la MA™®. Le HHV-6 n'est pas directement associé aux patients
atteints de la MA et porteurs de I'APOE-€4, il pourrait plutét renforcer les dommages causés
par le HSV-1 et IAPOE-¢4 dans la MA™,

Méme si le sujet est soumis a controverses, de plus en plus de preuves tendent ainsi vers une
association entre HHV et MA. La cavité buccale héberge de nombreuses especes virales
neurotropes, dont on connait pour certaines I'implication dans les maladies parodontales. A
I'heure actuelle la recherche s’est peu penchée sur la sphére orale, or 'hypothése d’'une

incursion cérébrale par des voies périphériques est souvent avancée.

2 Revue systématique de lalittérature : Analyse du lien
entre maladies parodontales et Herpeés Virus
parodontaux

2.1 Matériel et méthodes

2.1.1 Objectifs et identification de la question de recherche

Nous avons procédé a une analyse systématique de la littérature scientifique et rapporté les
résultats conformément aux directives PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses)’? L'étude a été enregistrée dans PROSPERO, sous le numéro
CRD42024529149.

L'objectif principal de cette étude était d’analyser le lien entre la présence d’'un ou plusieurs
HHV dans la plaque sous-gingivale/le liquide créviculaire et la gingivite/la parodontite chez les
patients adultes.

Les questions de recherche en lien avec les objectifs de recherche étaient les suivantes :
« Existe-t-il un lien entre détection de HHV parodontaux et maladies parodontales ? », et, dans
I'affirmative, « Quels HHV parodontaux sont les plus détectés dans les maladies parodontales
?»

La revue s’est construite autour de la méthode PECOS (Population, Exposition, Comparison,
Outcome and Study) :

o Exposition : Présence d’'une maladie parodontale (gingivite ou parodontite)
e Contréles (Comparison) : Absence d'une maladie parodontale (gingivite ou

parodontite)
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o Résultats (Outcome) : HHV détecté(s) dans la plague sous-gingivale ou le liquide
créviculaire par une technique de PCR
e Etude (Study) : Etudes observationnelles de type cas-contrdle

La question PICO était ainsi la suivante : " Les adultes (P) atteints de maladie parodontale (E),
comparés a ceux qui n’en sont pas atteints (C), présentent-ils plus de taux de HHV dans la

plague sous-gingivale ou le liquide créviculaire (O) ?"

2.1.2 Critéres d’éligibilité
Les conditions d'éligibilité ont été précisées avant le début de la revue.
Les criteres de d’inclusion étaient les suivants :
e Articles publiés entre 2000 et mars 2024 avec un résumé disponible
e Etudes rédigées en anglais
e Etudes incluant des patients adultes agés de 20 ans ou plus
e Etudes cliniques, études longitudinales (cas-contréles ; rétrospectives et/ou
prospectives), observationnelles objectivant un lien entre maladie parodontale et
HHV
e Etudes comportant un prélevement de plaque sous-gingivale ou de liquide
créviculaire

e Etude utilisant une technique d’identification de HHV par PCR

Les critéres d’exclusion étaient les suivants :
e Etudes incluant des patients agés de moins de 20 ans
¢ Etudes comportant uniguement un prélévement salivaire
e FEtudes dont les maladies parodontales sont mal définies/ avec des parameétres
cliniques insuffisants
Etudes non comparatives, études in vitro, études expérimentales sur modele animal,
études narratives, éditoriaux, avis d’auteur, études menées sur des bases de données

ou des questionnaires, revues narratives, revues systématiques et meta analyses.

2.1.3 Sources d'information et stratégie de recherche

Une recherche informatisée a été réalisée pour la derniere fois le 27 mars 2024 sur les bases
de données suivantes: PubMed (MEDLINE), Scopus, Cochrane (Cochrane Library) et

Embase afin d’identifier les études publiées éligibles. Une recherche manuelle a également
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été réalisée dans la bibliographie de chaque article inclus, afin d’identifier de possibles articles
n’ayant pas été trouvés via la recherche électronique.

Les mots-clés utilisés étaient “periodontal disease”, “periodontitis”, “periodontal pocket”,
“herpes virus”, “herpes viruses”, “viral”, “Herpes Simplex virus”, “Epstein Barr virus” and
“Cytomegalovirus”.

Les mots-clés ont été mélangés a l'aide d'opérateurs booléens et des termes MeSH (pour
MEDLINE et Cochrane) ou Emtree (pour Embase) ont été utilisés en fonction de la base de
données.

Par exemple, la stratégie de recherche utilisée pour la base de données PubMed (MEDLINE)
était : ('periodontal pocket' OR 'periodontal disease’ (MeSH) OR 'periodontitis’(MeSH)) AND
(viral' OR ‘'herpes virus' OR ‘'herpes viruses' OR ‘'herpes simplex virus’(MeSH) OR
‘cytomegalovirus’ (MeSH) OR 'Epstein Barr virus' (MeSH)).

2.1.4 Méthodologie de sélection des etudes

Pour estimer leur éligibilité, I'évaluation des articles sélectionnés a été effectuée apres
suppression des duplicatas a I'intérieur des bases de données et entre les bases de données
a l'aide d’un logiciel de gestion de bibliographie (Zotero version 6.0.36).

Deux auteurs ont extrait les données de maniére indépendante. Les articles intéressants ont
ainsi été sélectionnés sur la base de leurs titres et de leurs résumés.

La sélection finale des articles a inclure était basée sur la lecture des textes intégraux, en
fonction des caractéristiques du PICO, ainsi que des critéres d'inclusion et d'exclusion. Les
raisons de l'exclusion ont été documentées a chaque étape. Toute divergence concernant les
références, les critéres de sélection des sujets, les caractéristiques des échantillons, les
critéres de diagnostic des MP et la classification des sujets, les résultats et les données

pertinentes et les résultats a été résolue par une discussion entre les auteurs.

2.1.5 Processus de collecte des données

Pour chaque étude éligible, les données suivantes ont été extraites par deux membres de
I'équipe de recherche : nom du premier auteur, année de publication, pays, type d’étude,
description du protocole, criteres d’inclusion et d’exclusion des patients, age des participants,
nombre total d’inclusions par étude, comparaison et résultats.

L’analyse des articles a été qualitative et descriptive.

2.1.6 Evaluation du risque de biais

L’évaluation du risque de biais a été réalisée indépendamment par deux examinateurs.
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Les outils d'évaluation de la qualité des études des National Institutes of Health (NIH) pour les
études observationnelles de cohortes et les études transversales en plus de ceux des études
cas-témoins ont été utilisés pour évaluer la qualité de chaque étude éligible’”. En cas de
divergence, un consensus a été atteint aprées discussion et réévaluation entre deux membres
de I'équipe de recherche et, si nécessaire, I'avis d'un troisieme membre de I'équipe de revue

a été demandé.

2.2 Résultats

2.2.1 Sélection des études

La stratégie de recherche a initialement révélé 2409 articles sur quatre bases de données. 364
doublons ont été éliminés électroniquement dont : 7 doublons intrabase pour la base Scopus,
et 3 doublons intrabase pour les bases de données Embase et Pubmed .1995 sur 2045 articles
restants ont été éliminés sur la base de leur titre. Les 50 articles restants ont été évalués sur
leur résumé, en accord avec les criteres d’éligibilité définis au préalable. Des évaluations
supplémentaires ont été réalisées sur 22 articles complets, parmi eux, 6 articles ont finalement

été inclus dans l'analyse qualitative (Figure 8).

/ Records identified through database \ " Records identified through hand h
2 searching searching
g n = 2409 L =0 )
s PubMed (MEDLINE) n = 1338 1
o Scopus n =739 Duplicate records removes before screening
E Embase n =329 n=364
Ll \ Cochrane n=3 /
=] . /
. |
[} v
= ( Records screened h ( . )
= . Irrelevant title
o after duplicates removed _
w n=1995
o n=2045
(W] AN S . oy
7 )
— p . § .
z Abstracts assessed for eligibility Abstracts excluded
= n=>50 n=28
o . J \ J
2 :
=i
w e N e ™~
Full text articles assessed for eligibility ( Full text articles excluded, with reasons:
— n=22 n=15
\ J Participants under 20/age not specified n =12
= Periodontal treatment before samplingn =1
o Evaluation before/after periodontal
g | treatmentn=2
= p N . /
o o _ -
= Studies included in SR
n=7

Figure 8 : Diagramme PRISMA
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2.2.2 Caracteristiques des études

Le tableau 1 décrit les caractéristiques de chaque étude. Les sept études analysées étaient
des études longitudinales de type cas-contréle. Deux études ont été conduites en Turquie’*®,
une en Allemagne’®, une en Iran’’, une aux Etats-Unis d’Amérique’®, une au Portugal’® et une
en Inde®. Un total de 476 patients a été inclus, dont 223 controles, 251 atteints de parodontite
et 2 atteints de gingivite. Les adultes inclus avaient des ages compris entre 21 ans et 70 ans.
Les diagnostics parodontaux utilisés variaient selon les études, dépendant de I'année de
parution, 3 d’entre elles ont utilisé la Classification d’Armitage®’ et 1 utilisaient la Classification
de Chicago*’ alors que 3 ne faisaient référence a aucune classification pour le diagnostic des
maladies parodontales. Les cibles microbiologiques étaient : HSV-1 ciblé par 5 études, HSV-
2 ciblé par 4 études, HCMYV ciblé par 5 études, HHV-6 ciblé par une étude, HHV-7 ciblé par
une étude, HHV-8 ciblé par une étude, Pg ciblé par une étude, Tf ciblé par une étude, Pi ciblé
par une étude, Aa ciblé par une étude, Fn ciblé par une étude, Cr ciblé par une étude. EBV a
été ciblé dans toutes les études incluses (EBV-1 dans 3 études et EBV-2 dans une étude).
Trois études avaient recours a un prélévement avec curette et 4 d’entre elles a un prélévement
par buvardage, avant extraction d’ADN et mise en ceuvre de la technique de PCR.
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Tableau 1 : Données extraites des études incluses (Np, non précisé)

AUTEUR/ DA AVIS ETHIQUI CRITERES
BRI PAYS TYPED'ETUDE Ly AGE DES PARTICIPANTS NOMERE D'INCLUSIONS
JOURNAL (CONSENTEMENT IMCLUSION/EXCLUSION
Inclusion : sujets atteints de parodontite [CALE3,5 mm)
apres examen parodontal.
Le protocole de I'étude 3 été Ages : 23-T0 ans Exclusion : i) ascendance non caucasienne, (i) présence
approuve par le comité avec: de maladies systémiques, (iii) prise d'antibiotiques 130 adultes:
Steinetal., 2013 . ) d'gthique de I'Université -Parodontite systémiques au cours des 3 derniers mois, (iv) utilisation -B5 patients avec parodontite
. . Allemagne cas-temain . . . . L . .
1 Clin Pericdontol d'Aachen et le consentement aggressive: 35.4£5.9 d'un dispositif de rincage antimicrobien oral au cours SEEressive
&clairg gcritde tous les sujets a ans des 3 derniers maois, [v) hyperplasie gingivale induite par -5 contrdles zains
&té obtenu avant les examens. -Contrdles sains: 40,01 des médicaments, [vi) utilizsation chronigue de
10.2 ans et age 230 ans  medicaments anti-inflammatoires ou [vii) grossesse en
cours, [vii) moins de 20 dents.
25 adultes:
(& hommes et 17 femmes)
-2 avec gingivite
Cont 't al., 2000 . :50 -2 avec parodontite |égare
nreraseta USA, California | cas-témoin NON Age moyen: 50 ans NP P :
Oral Microbiol Immunaol [24-58 ans) -13 avec parodontite
-1 avec parodontite juvénile post-
localisée
-7 controles sains
Le protocole 3 &té approuvé par
le comité d'éthique de
I'Académie médicale militairede 30 avec parodontite
Gulhane, Sciences dentaires, chronigue [35-52 ans), Inclusion : Participants en bonne santé systémiaue et 51 adultes:
Saygun etal., 2002 . P Ankara, Turquie. Le age moyen 42.8 . ) P . ¥ 4 [26 hommes et 25 femmes)
) Turquie cas-teémain . . . n‘ayant pas recu de tratement parodontal ou . R
1 Pericdontol conzentement éclairédetous 21 contréles sains [35- S . . . -30 avec parodontite chronigue
X .. X d'antibiotiques pendant au moins & mois avant létude. . .
les sujets = eté obtenu et toutes 47 ans), 3ge moyen -21 controles sains
les procédures ont &té 4172
entierement expliguées avant
I'étude.
61 dontite [24- . .
EVEE, parodontite { Inclusion : Participants en bonne santé systémigue et 101 adultes:
. 6% anz), age moyen 43 . \
Moghim etal., 2007 Iran . . . n'ayant pas recu de traitement parodontal ou (45 hommes et 56 femmes)
. . cas-temaoin MNON 40 contréles sains (21- . . . -
Pak. 1. Biol. 5ci . d'antibiotiques pendant au moins & mois avant -61 avec parodontite
69 anz), 3ge moyen . . - .
I'echantillonnage. -40 controles sains
41.35
Le comite d'ethique et d'examen
interne de |'Académie médicale X
A _ . 30 adultes, dent 21 inclus dans notre
militaire de Gdlhane, Sciences . n L . -
. o & avec parodontite Inclusion : Participants en benne sante systémique et revue:
dentaires, a approuve I'etude. . . . ) .
Saygun etal,, 20038 _ P s chronigue [32-49 ans) n'ayant pas recu de traitement parodontal ou -8 avec parodontite agressive [non
. Turquie cas-témain Un consentement eclaire ecrita R . o . . . ) .
1 Pericdont Res s . 15 contréles sains [31- d'antibictigues pendant 3u meins & mois avant le début inclus)
Eté obtenu pour chague sujetde . . N .
. . 42 anz) de I'etude. -6 avec parodentite chronique
I'etude apres que toutes les . .
. A .. -15 controles =3ins
procédures aient té
entierement expliguées.
100 adultes (48 hommes et 54
. . . femmes), dont 88 inclus dans notre
Cette etude 3 té approuvée par  Groupe 26-453ns:39  Exclusion : apparition d'une infection virale au cours des h revue:
) le :nrrflte:lethlque desfujets :nntrnlessalnse.tn E.rrfnlsavantlet-ul.:le :I|n|queJexpnslt|Dnades. _2 patients avec dge 18-25: 2 avec
Picolo etal., 2023 Portugal cas-témain humains de la Cooperativa de avec parodontite I'I'IEﬂI!:E!'I'IEI'ItSEI‘ItIVI_I’EIJKHEI'.IS!ESHEI‘ISIESEI‘I‘II}IS parodontits (non inclus)
. P . 5, i . . -
Eur ] Dent EI'ISII'IDSI.IPEI’IDI’E,ESMDI‘II.Z, CRL. Groupe 246 ans: 11 precedant I'enguéte, antecédents clinigues _61 patients avec Age 26-45 ans: 22
. . " . - ; " :
Tuuslessu]ets.nnt.d.nnne!Eulr :Dntrnlessalnseltzs dlmnl'lull'msu_ppre.ssmn,Exn,ene luu EI'.IdI:.}gEI'IE, Bt avec parodontite et 39 contrfles sains
consentement eclaire par ecrit. svec parodontite chimiothérapie dans les & moiz precedents _37 patients avec dge 246 ans : 26 avec
parodontite et 11 contréles sains
L'étude 3 &té réalisée aprés . . . . c o
K o Inclusion : Patients en bonne santé systemique et 75 adultes, dont 50 inclus dans notre
avoir obtenu I'autorization . . . . A .
L R 25 contréles sains 21- n'ayant pas recu d'antibictiques ou de therapie revue |
Dasetal., 2012 ethigue du comite d'examen . A : f
P . L . a5 ans parodontale au cours des & mois precedant 25 avec parodontite aggressive [non
Journal of Oral and Inde cas-temain institutionnel du département . . . . : \
25 avec parodontite I'echantillonnage et 'enregistrement. inclus)

Macxillofacial Pathology

ambulatoire de parodontie,
College of Dental Sciences,

Navansere Karnataka Inde

chronique 235 ans

Exclusion: Fumeurs, femmes enceintes et mares
allaitantes.

25 avec parodontite chronique
25 contriles sains
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2.2.3 Qualité des études incluses

En ce qui concerne les biais, la qualité des études incluses a été évaluée selon les criteres
des outils d'évaluation de la qualité des études du NIH pour les études cas-témoins. Sur la
base de ces critéres, 6 études ont été qualifiées de bonne qualité’*">""-"°, tandis que 1
études’™® a été jugée de qualité moyenne. Les outils d'évaluation de la qualité pour chaque

étude sélectionnée sont présentés dans la figure 9.
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J Periodont Res
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Picolo et al., 2023
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Das etal., 2012

Journal of Oral and
Maxillofacial Patholog

Figure 9 : NIH quality assessment of case-control studies : Y, yes; N, no; NA,
not applicable; and NR not reported
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2.2.4 Résultats individuels

Le tableau 2 décrit les résultats de chaque étude. 6 études sur les 7 incluses ont ainsi démontré

une différence dans la détection des HHV ciblés entre le groupe cas et le groupe contrble.

AUTEUR/ DATE/

JOURNAL PARAMETRES CLINIQUES

Tableau 2 : Résultats des études incluses (Np, non préciseé)

DIAGNOSTIC
PARODONTAL

CIBLES MICROBIOLOGIQUES

TYPE DE PRELEVEMENT

ANALYSE
MICROBIOLOGIQUE

COMPARAISON /RESULTATS/
TESTS STATISTIQUES

Stein et al., 2013

. . PD, CAL, PI, GI, BoP
1Clin Periodontol

Contreras et al,,

2000
. . NP
Oral Microbiol
Immunol
Saygun et al., 2002
Ve ! Pl GI, PD, CAL

1 Periodontol

Moghim et al., 2007
Pak. . Biol. 5ci

PD et CAL pour le diagnostic
parodontal

Saygun et al., 2008

. PI, Gl, BoP, PD et CAL
1 Periodont Res

Picolo et al., 2023

Eur § Dent mobilité dentaire, perte de

dents, CAL, GI, PI

Das et al., 2012
Journal of Oral and
Maxillofacial
Pathology

Pl, GI, PD, CAL

PD, hauteur gingivale, degre de

Armitage 1999

Armitage 1999

NP

PD et CAL pour le
diagnostic
parodontal

Pl, G1, BoP, PD et CAL
pour le diagnostic
parodontal

Classification de
Chicago 2018 (stades
et grades)

Armitage 1999

HCMV, HSV-1, EBV

HSV, EBV-1, EBV-2, HCMV, HHV-6,

HHV-7, HHV-8

HCMV, EBV-1, HSV

EBV-1

EBV, HCMV and Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia,
Prevotella intermedia,
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,
Fusobacterium nucleatum and
Compylobacter rectus

HSV-1, H5W-2, EBV, CMV

HSV-1, HSV-2, EBV, HCMV

Echantillons de plaque sous-
gingivale, prélevés dans la poche la
plus profonde de chaque quadrant
de I'arcade & I'aide d'une pointe de
papier stérile

Echantillon de poche parodontale
prélevé & I'aide de pointes de papier
stériles
(et échantillon de biopsie gingivale).

Echantillons de plaque sous-
gingivale prélevés a |'aide de pointes
de papier stérile.

Prélévement de plaque avec curette
sterile dans une poche parodontale.

Prélévement de plaque avec curette
stérile dans la poche parodontale Iz
plus profonde.

Des échantillons de liquide
créviculaire non stimulé ont été
prélevés & |'aide de deux cdnes de
papier de taille 35 par sujet, placés
dans la poche pendant 30 secondes

Subgingival samples were collected  Extraction d'ADN et PCR

by a sterile curette from deepest
pocket for chronic periodontitis and
from sites with probing depth =3 for
healthy patients

Extraction d'ADN et RT-
PCR ont ét€ utilisés pour Les données de |'étude ne suggérent aucune contribution de H5V-1, EBV ou
détecter I'ADN viral de HCMV a la parodontite aggressive dans une population allemande.
HCMV, HSV-1 et EBV.

Extraction d'ADN et
nested PCR ont été
utilisés pour détecter
I'ADN viral du HSV, de
EBV-1, EBV-2, HCMV,
HHV-B, HHV-7 et HHV-8

Dans les sites parodontaux sains, HCMV a été détecté dans 1 (9%) et EBV-1
dans 2 (18%) échantillons de poches.
Dans les [ésions de parodontite, HCMV a &té détecté dans 9 (64%)
échantillons de poches et EBV-1 a été détecté dans 6 [43%) échantillons de
poches.

Les résultats de |a présente étude:

-Confirment |a présence fréquente du HCMV dans les échantillons
créviculaires des lésions de parodontite chronique (HCMV détecté chez 44,3
% des patients atteints de parodontite chronique et 14,3 % des personnes
saines (p<005.))

-Suggérent une relation étroite entre la présence du HCMV et de I'EBV1
dans les zones sous-gingivales et les mesures de la profondeur de sondage
et de la perte d'attache au sondage (Différences dans les mesures de Pl de
la dentition entiére et de GI de |a dentition entiére entre les sites ol le H3V a
été détecté et ceux ol il n'a pas été détecté statistiquement significatives)

Extraction d'ADN et
nested PCR ont été
utilisés pour détecter
I'ADN viral de HCMV,
EBV-1 et H5V.

Extraction d'ADN et
nested PCR ont été
utilisés pour détecter
I'ADN viral de EBV-1

EBV-1 détecté dans 37 échantillons de patients atteints de parodontite
chronique contre 1 sujet sain. Infection & EBV associé & la maladie
parodontale

Extraction d'ADN et RT-
PCR (TagMan) a été
utilisés pour détecter
I'ADN viral et bactérien
de EBV, CMV et de
Porphyromonas
gingivalis, Tannerella
forsythia, Prevotella
intermedia,
Aggregatibacter

HCMV detecté dans 8 lesions parodontales et 1 site parodontal sain.
EBV detecté dans 9 |&sions parodontales et 2 sites parodontaux sains.
Corrélation entre CMV et Pg Tf Cr et entre EBY et Pg Tf.

Présence de CMV et EBV associée & une perte d'attache, une augmentation
de la profondeur de poche et un saignement au sondage

actinomycetemcomitans,

Fusnharterium

La prévalence des Herpesviridae était de 6 % dans le groupe contrdle et de
60 % dans le groupe parodontite (environ 60 % aux stades 11, 11l et IV de la
parodontite)

HSV-1 était prévalent a tous les stades et grades de la parodontite. HSV-2,
CMV et EBV é&taient prévalents dans les stades B et C. EBV avait une
prévalence marquée dans le stade C.

Extraction d'ADN et PCR
multiplex utilisés pour
détecter I'ADN viral de
HSV-1, HSV-2, EBV et
HCMV.

HSV-1 a été détecté dans 76 % (p<0,001) des sites présentant une
parodontite chronique. Les sites ou I'on a détecté le H3Y-1 étaient plus en
rapport avec les sites ol les poches étaient profondes et ol la perte
d'attache clinique était plus importante;

EBV a &té détecté dans 32 % (p<0,05) des sites atteints de parodontite
chronigue.

Ces virus pourraient &tre associés a la séverité et a la progression de la
maladie parodontale destructrice.

multiplex utilisés pour
détecter I'ADN viral de
HSV-1, HSV-2, EBV et
HCMV.
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2.3 Discussion

Cette revue systématique comprenant 7 études fournit des preuves d'une relation entre HHV
et maladies parodontales. Toutefois, ces éléments de preuve pourraient faire I'objet d'un
examen plus approfondi.

Deux études’”"® n'ont pas fait appel a I'avis d’'un comité d’éthique, ce qui pourrait peut-étre
étre expliqué par les dates auxqguelles ont été effectuées ces recherches.

Dans les études analysées, toutes ne se basent pas sur une classification éprouvée pour
effectuer un diagnostic de maladie parodontale. C'est en effet seulement le cas de 4
études’®788%  Ainsi, dans Les 3 études restantes, seuls des critéres cliniques étaient

évoqués’ 777,

Une étude™ a analysé la présence de bactéries parodontopathognées en plus des HHV. Le
choix de considérer aussi les données bactériologiques peut étre pertinent puisqu'il est connu
gue certaines bactéries et/ou certains complexes bactériens sont défavorablement associés a
un état de maladie parodontale®!3281, Six études’7477-8% ont pu montrer un lien entre détection
d’EBV et maladie parodontale. Ceci est en corrélation avec la littérature actuelle.

En effet une méta-analyse®! s’est penchée plus particulierement sur la relation entre I'EBV et
la parodontite ainsi que les paramétres cliniques dans I'objectif d’établir une clarification, du
fait certaines controverses. Méme si les études incluses sont hétérogénes, nécessitant une
certaine prudence dans l'interprétation des résultats, I'analyse a pu montrer qu’une fréquence
élevée de détection de I'EBV est associée a un risque accru de parodontite. CMV fait
également partie des HHV ciblés dans les études analysées. Celui-ci a été retrouvé associé a
la parodontite dans 4 des 6 études qui s’y sont intéressé. Une étude’ a également montré la
prévalence de HSV-1 a tous les stades et grades de la parodontite, alors qu’une autre étude®
a détecté HSV-1 a tous les stades dans 76 % (p<0,001) des sites présentant une parodontite
chronique . CMV et HSV-1 font partie des herpés virus retrouvés associés a la parodontite
dans la littérature.

L'association entre la co-infection herpétique/bactérienne et les maladies parodontales ont
aussi été décrites, comme pour Pg et CMV ou Aa et HSV-1. Cependant, la maniére dont les
interactions entre les herpéesvirus et les bactéries parodontales influencent l'inflammation
parodontale n'est toujours pas claire. Une étude in vitro®? a ainsi souhaité étudier les effets de
la co-infection avec certaines bactéries buccales sur les cellules épithéliales buccales
infectées par le HSV- 1. Il est apparu que Aa a augmenté le rendement du HSV-1. La co-
infection peut profiter soit au HSV-1 soit a Aa. Ces résultats font écho a des études cliniques
antérieures montrant la co-infection du HSV et de Aa chez des patients atteints de parodontite
agressive. Une autre étude avait pour objectif de clarifier I'association entre le CMV oral et la
parodontite®. Des échantillons de ringage buccal ont été prélevés sur 190 patients afin d'y
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examiner la présence de I'ADN du CMV en utilisant la réaction en chaine par réaction
polymérase en temps réel). Pg a été détecté par une analyse semi- quantitative par PCR. La
co-infection par le CMV et Pg était significativement associée a la parodontite active. De plus,
I'étude a montré que les interactions entre le CMV et Pg peuvent étre liées a la sévérité de la
maladie parodontale.

Si les études incluses semblent indiquer un lien entre HHV et maladies parodontales, des
études incluant un plus grand nombre de participants, ciblant I'ensemble des HHV
parodontaux et décrivant un protocole d’inclusion plus rigoureux restent indispensables pour
objectiver la force de ce lien.

2.4 Conclusion

Cette revue a permis de conclure a un lien potentiel entre HHV et maladie parodontale. En
effet, la grande majorité des études incluses montre une détection significativement plus
importante des HHV dans les sites parodontaux atteints vs non atteints, particulierement
concernant HCMV et EBV. Apres retravail de 'ensemble de la revue, celle-ci sera soumis pour
publication.

3 Etude Clinique

3.1 Description de larecherche et présentation de son apport

Malgré de nombreux progrés réalisés depuis une trentaine d’années sur la compréhension
des mécanismes neuropathologiques I'étiopathogénie de la MA reste encore peu comprise
voire controversée.

Des preuves toujours plus importantes semblent indiquer un lien entre maladies parodontales
et MA, faisant progresser I'hypothése selon laquelle le microbiote parodontal pourrait jouer un
réle dans la pathogenese de la maladie. Des études récentes suggérent que I'inflammation
neuronale pourrait avoir une origine infectieuse, or la parodontite est une maladie a
composante inflammatoire dont la principale étiologie est infectieuse. Des maodifications
microbiologiques du biofilm oral (dysbiose) sont responsables de la pathologie. Certains
pathogenes parodontaux majeurs ont ainsi été détectés dans les Iésions cérébrales de la MA’,
suggérant une connexion infectieuse entre la sphére oro-pharyngée et le cerveau.

En plus des bactéries parodontopathogenes, de nombreuses études ont suggéré un lien entre
parodontite et présence de virus du groupe des herpes virus humains (HHV). Ainsi, des

infections par EBV, HSV-1 et le CMV ont été reliées a la présence d’'une inflammation de la
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cavité orale et au risque de parodontite®. De récentes études ont de plus mis en évidence une

implication des HHV dans les maladies neurodégénératives dont la MA®2,

Toutes ces découvertes montrent I'intérét certain d’améliorer la recherche dans ce domaine.

L’objectif de ma thése a ainsi été de réaliser sur un nombre réduit d’échantillons de
patients atteints et non atteints de MA une détection de pathogénes parodontaux viraux
via Poutil BIOMARK™ HD system, PCR en systeme microfluidique de chez Fluidigm.
Plusieurs réunions préparatoires avec I'équipe du laboratoire, en particulier le Dr Alain
DOGLIO (directeur) et Morgane ORTIS (doctorante), ont permis de discuter des objectifs de
ce travail et d’en affiner le protocole. J’ai ainsi pu réaliser sur les patients recrutés
I’examen dentaire et les différents prélévements parodontaux, et j’ai effectué les étapes

de traitement des échantillons obtenus.

3.2 Protocole

3.2.1 Design de I’étude

Ce protocole s’inscrit dans le cadre de I'étude ORAMICAL (Oral Microbiology in Alzheimer’s
patients), étude monocentrique cas/contrdle, non randomisée et interventionnelle de catégorie
2, qui vise principalement a étudier au niveau parodontal la présence d’une sélection de
bactéries parodontopathogénes et d’espéces virales chez des patients diagnostiqués ou non
avec la MA. Les marqueurs d’inflammation pouvant étre retrouvés dans la circulation sanguine
générale seront aussi recherchés dans le plasma récupéré a partir la prise de sang réalisée
sur chaque patient.

Cette étude est conduite au CHU de Nice sur des patients agés de 70 ans et plus atteints (cas)
ou non (témoins) de MA.

Ce projet est une recherche impliquont la personne humaine de catégorie 2, il est soumis au dispositif du
Code de la Santé Publigue (Loi n°2012-300 du 5 Mars 2012) relative ou recherche impliquant la personne
humaine telle gue modifiée por Nordonnance n*2016-800 du 16 juin 2016.

Ce protocole est en accord avec les lignes directrices SPIRIT qui correspond au Standard
Protocol Items : Recommendations for Interventional Trials. Les lignes directrices STROBE
(Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology) ont été également

Suivi.
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3.2.2 Considérations éthiques, enregistrement de I’étude et
autorisations

Le protocole de I'étude ORAMICAL a été réalisé en accord avec la déclaration d’Helsinki. Le
comité éthique de "protection des personnes d’lle de France V" (CPP de France) a approuvé
le protocole le 4 ao(t 2021 (numéro national d’enregistrement 2021-A01501-40). Cette étude
a été enregistrée sur ClinicalTrials.gov (numéro d’identification NCT04869904), et aupres de
la DRCI en janvier 2022 sous la référence 21-A0I-05 en tant qu’étude interne au CHU de Nice.
Ce projet, déposé dans le cadre de I'appel a projets interne 2021 a été retenu par le bureau
de la DRCI (Déléegation a la Recherche clinique et a I'lnnovation) pour un financement a
hauteur de 9895 €.

3.2.3 Objectifs primaire et secondaires

Cette étude clinique a pour objectif principal d’établir une cartographie d'un ensemble
d'espéces bactériennes et virales parodontales chez des personnes agées de plus de 70 ans,
diagnostiquées ou non avec la MA, afin d'établir une signature microbiologique parodontale
précoce et prédictive potentiellement associée a la MA (prélevements par grattage et
buvardage gingival dans les poches parodontales). Cette signature sera établie en associant
des marqueurs de type viraux (groupe des Herpes Virus humains HHV trés représentatifs de
I'état inflammatoire oral et méme systémique) et des marqueurs bactériens caractéristigues
de la flore orale bactérienne dysbiotique et commensale.

Cette étude implique une technologie innovante de détection des cibles microbiennes et
virales par PCR, a savoir la PCR en systéme microfluidique de type Biomark HD de chez
Fluidigm. La caractéristique essentielle de cet outil technologique est de pouvoir quantifier, en

simultané, des dizaines de cibles dans des centaines d’échantillons biologiques.

Les objectifs secondaires sont de comparer entre cas et contrbles :
e De comparer I'état bucco-dentaire
e De comparer I'état parodontal
o De comparer le niveau d’hygiéne buccale
e De comparer les taux sanguins des marqueurs inflammatoires circulants IL-18, IL-6,
TNFR1, TNFR2, a1- ACT, sCD40L, hsCRP, IL-8 and MCP-1
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3.2.4 Lieux de recrutement et population cible

Le recrutement des patients de I'étude est réalisé a I'hépital de Cimiez, CHU de Nice, dans
'annexe du péle odontologie (Dr Leslie Borsa et Samy Jebnoun) pour les prélevements
parodontaux et le recueil des données orales, et dans le service de consultations gériatriques
du pble RAV (Dr Isabelle Bereder/Dr Guillaume SACCO/Dr Emeline MICHEL) pour le

prélevement sanguin.

L’étude cible une population de patients agés de 70 ans et plus. Lors du diagnostic de MA,
établi par un gériatre selon les critéres du DSM-V, il est proposé au patient diagnostiqué ainsi
gu'a son conjoint, le cas échéant, de participer a l'étude car dans ce contexte
I'environnemental partagé par le cas et le contréle est identique. Les patients atteints de
maladies graves ou pouvant interférer avec les prélevements (telles une hémopathie grave ou
une maladie inflammatoire de type polyarthrite rhumatoide) ou ceux protégés par la loi sous
tutelle ou sous curatelle, ou ne pouvant pas participer a une étude clinique au titre de I'article
L. 1121-16 du Code frangais de Santé Publique ne sont pas inclus dans I'étude. Si le patient
et/ou un accompagnant (contréle) accepte de participer a I'étude, il devra signer un
consentement (annexe 1) qui sera recueilli par le chirurgien-dentiste investigateur aprés un
entretien compréhensible par le patient et/ou sa personne de confiance et la délivrance d’'une
notice d’information écrite. Le formulaire de consentement éclairé sera signé en deux
exemplaires par les différentes parties. La date de linformation, la date de signature du
consentement par les 2 parties seront stipulées dans le dossier source du patient, dans le CRF

et dans le logiciel RedCp.
Le calcul d’échantillon fait état d’'un objectif de recrutement de 47 cas et 47 contrbles pour

'entsemble de I'étude. Mon travail a porté sur 11 patients (6 cas et 5 contrbles),

échantillon suffisant pour pouvoir tester la technologie Biomark HD.
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3.2.5 Chronologie de I’étude aprés diagnostic de la maladie
d’Alzheimer

3.2.5.1 Visite odontologique

Le chirurgien-dentiste évalue la situation bucco-dentaire du patient et la nécessité de soins.
Un CRF est complété et archivé (Annexe 2), il contient notamment les éléments diagnostic

suivants :

= Diagnostic de I'état bucco-dentaire évalué par les paramétres suivants :
-Prothéses dentaires (présence et niveau d’adaptation),
-Coefficient masticatoire (en %)
-Nombre de lésions carieuses évaluées via I'indice CAOD (si présence)
-Présence des mobilités dentaires et leur graduation effectuée selon la classification
de Muhlemann (1951) :
-Stade de l'atteinte carieuse (si présence) : CAOD

®  Diagnostic parodontal : charting parodontal avec codifications (index de plaque, index
gingival, profondeur de poches, attachement clinique). Un relevé écrit daté des indices
parodontaux en vigueur (CAL, PPS, PI, BOP) appelé charting parodontal sera réalisé.

Un détartrage est proposé aux patients dont I'état bucco-dentaire le nécessite.

3.2.5.2 Types d’échantillons prélevés

Pour chaque patient participant a I'étude trois types de prélévements biologiques différents
sont réalisés. lls sont stockés dans des tubes étiquetés avec le numéro d’inclusion et les

initiales du patient :

e Trois aliguots de 1,5 mL de plasma répartis dans des Eppendorff de 5mL. lls sont
obtenus apreés centrifugation des prélévements sanguins réalisés par l'infirmier de jour
du pbéle RAV (centrifugeuse Storvall ST 8R) et sont ensuite stockés a -80°C pour une

étude une sérologique et une détection des pathogénes ultérieures.
¢ Du fluide créviculaire gingival prélevé a I'aide de 3 cnes de papier stériles de chaque
taille (n°25 et n°30). Les cbnes seront plongés dans le sulcus pendant au moins 1

minute afin de collecter un maximum d’ADN.

¢ Un échantillon de plaque dentaire prélevé a I'aide d’'une curette parodontale adaptée a

la localisation du site a prélever.
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Les prélevements parodontaux sont déposés dans tubes Eppendorf qui auront été
préalablement remplis de 180 microL de buffer ATL sous hotte dans un flux d’air stérile et
aprés nettoyage des surfaces au Surfanios, et réalisés au niveau de la dent présentant
I'atteinte parodontale la plus sévére. A profondeurs de poches égales dans une méme bouche,
la dent prélevée sera une 1ére molaire supérieure droite ou a défaut la 1ére molaire supérieure
gauche ou a défaut la molaire supérieure droite la plus proche, ou a défaut la molaire
supérieure gauche la plus proche ou a défaut la 1ére molaire inférieure droite, ou a défaut la

1ére molaire inférieure gauche ou a défaut la dent la plus proche.

Conformément a la loi informatique et libertés n°2004-801 du 6/08/2004, les inclusions ont été
anonymisées avec un code alphanumérique comprenant le numéro du centre d’inclusion, le
numeéro de l'inclusion et les initiales du patient (par exemple le code du premier patient est 01-
001-BE). Les données concernant les patients inclus sont conservées dans un document
Microsoft Excel® protégé par mot de passe et partagé uniquement avec les différents

investigateurs ainsi que I'Attachée de Recherche Clinique de I'lMBD.

3.2.6 Etapes de traitement des échantillons

3.2.6.1 Protocole d’utilisation de la centrifugeuse Storvall ST 8R pour la
centrifugation des prélévements sanguins

1 Allumer

2 Préchauffage 15 min : vérifier réglages 1200 rpm /15 min / 4°C puis bouton flocon
puis start

3 Mettre les tubes en répartissant la charge, re vérifier les réglages puis start

4 Sortir les tubes avec une pince pour ne pas re-mélanger sang et plasma

5 L’investigateur réalise ensuite les trois aliquots de plasma de 1.5 ml dans des
Eppendorff de 5ml.

Les prélevements seront stockés dans un premier temps dans un congélateur a -80 °C au sein
du pavillon Mossa. lIs seront ensuite acheminés vers le laboratoire Micoralis (équipe de
recherche du Dr A. Doglio UPR7354, Faculté d’Odontologie, Université Cote d’Azur) ou ils
seront aussi stockés dans un congélateur a -80°C par l'investigateur coordinateur, le Dr L.

Borsa avant de réaliser les manipulations inhérentes aux échantillons.

37



3.2.6.2 Analyse des prélevements parodontaux

3.2.6.2.1 Extraction et purification de ’ADN bactérien et viral

L’extraction et la purification de 'ADN issu des prélévements bactériens réalisés en clinique

ont été réalisés a l'aide du Qiagen QuiAmp Mini Kit DNA, Protocole A-B (Gram -), selon le

protocole ci-dessous :

EXTRACTION DE L’ADN

-Préparer le bain marie a 56°C

-Décongeler les prélévements donnant lieu a une analyse microbiologique.

-Les soniquer 10 minutes a température ambiante, (Soniqueur Fisher Scientific) :
1-Remplir d’eau a moitié puis brancher

2-Mettre les tubes fermés sur une planche en mousse

3-Fermer le bac

4-Allumer et mettre sur 10 min

- Pendant I'étape de soniguage commencer a préparer le matériel pour I'étape 2
-Vortexer 15 secondes puis centrifuger brievement.

-Oter les cbnes de papier (a I'aide d’'une précelle décontaminée a I'éthanol).

-Ajouter 20 microL de protéinase K, sans mouvement circulaire.

-Vortexerl5 secondes.

-Incuber 1 heure, a 56°C (au bain marie), en vortexant toutes les 30 minutes pour
disperser 'ADN et ainsi augmenter I'efficacité de la protéinase K.

-Centrifuger brievement pour enlever les gouttes présentes a l'intérieur du
couvercle.

-Ajouter 200 microL de Buffer AL. Les échantillons et le buffer AL doivent étre
completement mélangés afin que la solution soit homogene.

-Pulse-vortexer 15 secondes.

-Incuber 10 minutes a 70°C.

-Centrifuger brievement.

-Ajouter 200 microL d’éthanol (96-100%).
-Pulse-vortexer 15 secondes.
-Centrifuger brievement.

PURIFICATION DE L’ADN

Pour les buffers AW1 et AW2 il faut systématiquement vérifier que I'ajout d’alcool dans les
bouteilles a bien été effectué.

5

-Appliquer délicatement la préparation dans la colonne (QIAmp Mini spin column).
Fermer le couvercle. Programmer sur 700mL. Vider doucement en tournant sur les
parois. Marquer d’'un numéro les tubes sur leur couvercle.

-Centrifuger 1 minute a 8000 rpm (centrifugeuse Storvall ST8R ).

1-Allumer

2-Ouvrir couvercle

3-Mettre les tubes a 'opposeé (pour la répartition des poids.

4-Régler a 8 pour cette étape.

-Placer la colonne dans un nouveau tube de 2 ml et jeter le tube contenant le filtrat.

-Ajouter 500 microL de Buffer AW1 et fermer le couvercle.
-Centrifuger 1 minute a 8000 rpm.

-Placer la colonne dans un nouveau tube de 2 ml et jeter le tube contenant le filtrat.

-Ajouter 500 microL de Buffer AW2 et fermer le couvercle.
-Centrifuger 3 minutes a 14000 rpm.

7bis

-Transférer dans un collection tube de 2ml chaque échantillon.
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-Centrifuger 2 minutes a 13,2 pour séchage.
ELUTION DE L’ADN
8 - Placer la colonne dans un tube stérile de 1,5 ml et jeter le tube contenant le filtrat.
Ecrire les infos sur les nouveaux tubes.
-Ajouter 200 microL de Buffer AE, afin d’éluder 'ADN contenu dans la colonne.
-Incuber 5 minutes a température ambiante.
-Centrifuger 2 minutes au maximum de RPM.
-Conserver les tubes de 1,5 ml.
9 -Réitérer I'étape 8.
-Conserver les tubes de 1,5 ml.

CONSERVATION DE L’ADN

11 Les élutions d’ADN seront conservées dans un congélateur a une température de
-20°C apres leur normalisation par quantification spectroscopique et avant I'étape de
PCR quantitative.

3.2.7 PCR quantitative (QPCR)

La PCR quantitative (qQPCR), ou PCR en temps réel, est une méthode particuliere de réaction
en chaine par polymérase qui permet de mesurer la quantité initiale d’ADN. Elle a été

découverte en 1983 par Karry Mullis. Elle repose sur le principe d’amplification d’'une séquence
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spécifique d’ADN avec l'aide de divers primers et enzymes. La PCR quantitative mesure en
réalité le nombre d’amplicon (portion d'’ADN définie par un couple d'amorces).

Afin de réaliser notre PCR gquantitative nous utiliserons le systeme de PCR multiplex par
technologie BIOMARK™ HD system de chez Fuidigm.

BioMark HD™ Real-Time PCR System

High-throughput GPCR based microfiuidic technology for DNA, n
RNA, miRNA enalysis and next-gen library prep Fluidigm ‘E;

Figure 10 : Technologie BIOMARK™ HD system, Fluidigm

Le systéme BIOMARK™ HD permet de réaliser des milliers de réactions PCR individuelles en
simultanée grace a la technologie microfluidique. Les réactions PCR sont de l'ordre de
quelques nanolitres. Adapté a notre panel d’agents microbiologiques a détecter, il devient
possible d’analyser de maniére simultanée plusieurs centaines d’échantillons. Cette
technologie est robuste, sensible et de plus assez économique, elle se situe a la plateforme
transcriptomique de I'Institut de Pharmacologie Cellulaire et Moléculaire (IPMC) du CNRS a
Sophia-Antipolis. Cette plateforme dispose des automates (the BIOMARK™ HD system) et
d’un savoir-faire éprouvé de ce type de technologie.

Ce systéme permet de quantifier simultanément I'expression de dizaines de génes dans un
grand nombre d’échantillons dans des puces microfluidiques. Chaque puce est constituée de
chambres réactionnelles de petits volumes (0.85nL, 6nL ou 9nL) et d’un circuit fluidique intégré
(IFC pour Integrated Fluidic Circuit). Cet ensemble de micro-canaux connectés entre eux
permet la circulation des fluides (échantillons, mix et amorces) et leur distribution dans des
chambres réactionnelles pour ainsi paralléliser un grand nombre de réactions PCR
guantitatives sur une petite surface. La circulation des fluides est assurée par des IFC
contrbleurs, qui, par des différences de pression, provoquent I'ouverture ou la fermeture des
valves NanoFlex pour la distribution et le mélange des échantillons et des amorces.

L’amplification et la lecture de la fluorescence sont assurées par le systtme BIOMARK™ HD
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system lui-méme. Le BIOMARK™ HD system de la plateforme est complété par 3 types de

contrbleurs IFC (AX, HX et MX) adaptés a 6 formats de puces différents.

Primers

F1R1 F1R1 F1R1
F2R2 F1R1 F1R1 F1R1
FA R4
F1R1 F1R1 F4 R4 F1R1
F4 R4
F3R3 F1R1 F1R1 F1R1

F2R2

F1R1 F2 R2 F1R1

F1R1 F1R1 F2R2 F1R1

Figure 11 : Puce commercialisée par Biomark et utilisée dans cette étude,
avec schématisation de la mise en place des primers et des cibles dans les
puits

Dans le cadre de ce travail de thése, une plague Biomark BMK-M10- 48.48-EG de chez
Standard Biotools a été utilisée (Figure 11), selon le plan de plaque suivant :

A gauche de la plaque ont été chargés les primers des différentes especes ainsi que celui du
géne endogéne de la GAPDH®. La GAPDH est présente dans toutes les cellules, et sa
guantification permet une normalisation des valeurs retrouvées par analyse PCR dans les
différents échantillons). A droite ont été chargés 'ADN extrait des différents échantillons et
deux contrdles, un positif (contenant un mélange de tous les génomes) et un négatif (contenant
de I'eau pure sans nucléase) afin de vérifier une éventuelle contamination. Chaque mesure a
été réalisée en duplicat,

Nous devions initialement cibler uniguement les 8 HHV humains (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV,
CMV, HHV-6a, HHV-7, HHV-8), mais la taille de la plaque le permettant, nous avons
finalement décidé de cibler en plus 38 bactéries représentant un échantillon de la flore orale
pathogene et commensale.
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Préalablement au remplissage de la plaque, des dilutions ont été effectuées afin de

normaliser les concentrations des différents échantillons a une valeur de 2 ng/uL (Tableau4).

Tableau 3 : Tableau des dilutions
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3.3 Résultats

Aprés avoir effectué des calculs sur les données issues de l'analyse, les résultats ont été
traduits en copy numbers/Ug d’ADN. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau de
lannexe 2.

A partir de ces résultats ont été réalisés des tableaux reprenant les données des bactéries et

des virus dont les données étaient les plus exploitables :

Aap Aas
5,00E+06 1,40E+06
4,50E+06 e R —
1,20E+06
4 00E+06
3,506+06 1,00E+06
3,00E+06 5.00E+05
2 50E+06
2,00E+06 6,00E+05
1,50E+06 4,00E+05
1,00E+06
_ 2,00E+05
5,00E+05
SV
0,00E+00 0,00E+00 ¥
CONTROLES CAS CONTROLES CAS
Figure 12 : Résultats pour la bactérie Aa
Pgp Pgs
B,00E+03 3,00E+04
SV
R
7,00E+03
2 50E+04
6,00E+03
5,00E+03 200804
4,00E+03 1,50E+04
3,00E+03
1,00E+04
2,00E+03
1,00E+03 >00E+03 I
0,00E+00 0,00E+00
CONTROLES CAS CONTROLES CAS
Figure 13 : Résultats pour la bactérie Pg
Anp Ans
2,50E+06 6,00E+06
p—S—
2,00E<06 - e 5,00E+06
4,00E+06
1,50E+06
e 3,00E+06
1,00E+06
2,00E+06
5,00E+05 1,00E+06
0,00E+00 0,00E+00
CONTROLES CAS COMTROLES CA3

Figure 14 : Résultats s pour la bactérie An
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3,50E+05
3,00E+05
2,50E+05
2,00E+05
1,50E+05
1,00E+05
5,00E+04

0,00E+00

1,20E+04

1,00E+04

8,00E:03

6,00E+03

4,00E+03

2,00E+03

0,00E+00

4,50E+07
2, 00E+07
3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
2,00E+07
1,50E+07
1,00E+07
5, 00E+06

0,00E+00

Fnp

CONTROLES CAS

1,08E+05

1,08E+05

1,08E+05

1,08E+05

1,08E+05

1,08E+05

COMTROLES

Figure 15 : Résultats pour la bactérie Fn

Cpp

CONTROLES CAS

3,00E+03

2,50E+03

2,00E£03

1,50E+03

1,00E+03

5,00E+02

0,00E+00

— e
CONTROLES

Figure 16 : Résultats pour la bactérie Cp

CONTROLES CAS

1,206+07

1,006+07

2,00E+06

5,00E+06

4,00E+06

2,00E+06

0,00E+00

CONTROLES

Figure 17 : Résultats pour la bactérie Pe

Fns

Cps

Pes
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1,80E+05
1,60E+05
1,40E+05
1,20E+05
1,00E+05
8,00E+04
5,00E+04
4,00E+04
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1,00E+08

1,00E+08

1,00E+08
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9,96E+07
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3,00E+05
1,00E+05
1,00E+05
1,00E+05
1,00E+05

1,00E+00

CONTROLES

‘CONTROLES:

CONTROLES
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Figure 18 : Résultats pour la bactérie Pi
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Figure 19 : Résultats pour la bactérie Sg
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Figure 21 : Résultats pour la bactérie So
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Figure 22: Résultats pour le virus HHV7
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Figure 23 : Résultats pour le virus HHV8

Les lettres p et s noté a cété de 'abréviation de chaque pathogéne représentent les mots « plaque »
et « sulcus » afin d’indiquer la localisation des prélevements.
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Les premiers résultats obtenus suite a l'utilisation de la technologie PCR microfluidique
Biomark HD sont malheureusement peu probants, notamment concernant les HHV. Cette
technologie étant en cours de test au laboratoire Micoralis, des axes d’amélioration seront
peut-étre a envisager afin d’ajuster la précision du protocole.

Parmi ces potentiels axes d’amélioration, nous pouvons citer celui de la technique d’extraction
de 'ADN puisque cette extraction entraine le plus souvent une perte inévitable d’environ 50%
du matériel génétique. Si nos manipulations semblaient satisfaisantes, des améliorations du
protocole pourraient peut-étre testées afin de limiter au maximum cette perte, d’autant que les
prélevement intrasulculaires contiennent beaucoup moins d’ADN que des prélevements
salivaires par exemple.

Un autre axe serait celui d’'une pré-amplification plus importante des échantillons d’ADN avant
la réalisation de la qPCR.

Une grande partie de nos échantillons (4 contréles sur 5 et 5 cas sur 6) ont été positifs a HHV-
8, or ce virus est loin d’étre ubiquitaire. Dans la population adulte, sa séroprévalence globale
varie de moins de 5 % dans la plupart des pays occidentaux (Etats-Unis, Europe du Nord) et
en Asie du Sud-Est, a plus de 50 % en Afrique de I'Est et en Afrique centrale, et est de I'ordre
de 10 a 20 % dans les pays du bassin méditerranéen (Italie, Gréce)®. Comme celui-ci a été
le seul vraiment détecté, avec HHV-7, peut-étre le design des primers pour HHV-8 serait-il en
cause.

Les patients inclus dans cette premiére phase d’étude étaient dans leur grande majorité, tant
pour les cas que pour les contrbles, exempt de maladie parodontale sévére, avec des
profondeurs de poche souvent comprises entre 1 et 3 mm, ce qui a dil encore entrainer une
diminution de la quantité de pathogénes présents. En effet, certains HHV parodontaux étant
étroitement associés a la parodontite, les sites dentaires atteints de parodontite sont des sites
inflammatoires permanents ou les HV peuvent se répliquer activement sur le long terme
contrairement aux sites non atteints, notamment par exemple pour le CMV®. Ceci est de plus
confirmé par la revue de littérature menée dans le cadre de ce travail ;

Une chose est slire, une analyse par gPCR classique s’'impose afin de confirmer ou infirmer
ces premiers résultats et de pouvoir en fonction de ces derniers effectuer une mise au point
de l'outil.

Du fait des résultats et du nombre restreint d’inclusions a ce stade, aucune analyse statistique
n'a été effectuée, ce n’était d’ailleurs pas I'objet de ce travail qui consistait en un test d’'une
technologie nouvelle sur des échantillons parodontaux. Une analyse statistique sera bien

effectuée pour 'ensemble des résultats de I'étude lorsque les inclusions seront terminées.
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4. Conclusion et perspectives

Ce travail de thése est constitué & la fois d’une revue systématique de la littérature et de la
mise en ceuvre d’'un protocole expérimental permettant de tester la technologie BIOMARK™
HD, PCR en systéme microfluidique de chez Fluidigm sur des échantillons parodontaux de
patients agés atteints ou non de MA. La partie expérimentale a été réalisée au laboratoire
MICORALIS, Faculté de chirurgie dentaire, Université Céte d’Azur (Dr. A. Doglio, Morgane
Ortis) et a I'lPMC (Drs Mari et Fassy, IPMC, Sophia-Antipolis).

La revue systématique de la littérature réalisée a permis de conclure a un lien potentiel entre
HHV et maladie parodontale. En effet, la grande majorité des études incluses montre une
détection significativement plus importante des HHV dans les sites parodontaux atteints vs
non atteints, particulierement concernant HCMV et EBV.

Le protocole de recherche clinigue expérimenté dans cette thése a permis de tester une
nouvelle technologie, le systéme BIOMARK™ HD, qui permet de réaliser des milliers de
réactions PCR individuelles en simultanée grace a la technologie microfluidique, sur des
échantillons parodontaux, et de mettre en évidence de potentiels axes d’amélioration du
protocole de mise en ceuvre de cet outil.

A l'issue de ce travail et de I'étude qui en découlera, des données pourraient peut-étre mettre
en évidence un certain nombre de marqueurs parodontaux prédictifs du développement ou de

I'évolution de la MA, avec a la clé un diagnostic précoce et un suivi facilité.
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Annexes

Annexe 1 : Note d'information et formulaire de consentement

Centre Hospitalier Universitaire de Nice /
Laboratoire MICORALIS (Microbiologie orale, Inmunothérapie et Santé)
Directeur : Dr Alain DOGLIO — Responsable : Dr Leslie BORSA

Faculté de Chirurgie dentaire, Pole St Jean d’Angély — 5, rue du 22*™ BCA 06000 Nice
Téléphone: 049203 4352-0489 152246

NOTE D'INFORMATION DESTINEE AU PATIENT

Madame, Monsieur,

Vous étes venus consulter un médecin génatre du Centre Hospitalier Universitaire de Nice, sur le site de I'Hopital de Cimiez
ou de I'Institut Claude Pompidou).

Le laboratoire de Microbiologie Orale, Immunothérapie et Santé (MICORALLIS), dinigé par le Dr DOGLIO, est spécialisé dans
I'étude des maladies de la bouche et de la flore microbienne orale. Ce laboratoire est affilié a I'Université Cote d’ Azur et il est
localisé dans les locaux de la Faculté de Chirurgie Dentaire au sein du Pole Universitaire de St Jean d’ Angély. MICORALIS
développe de nombreux projets de recherche clinique et/ou fondamentale collaboration étroite avec les Praticiens
Hospitaliers du Centre Hospitalier Universitaire de Nice, du Centre Antoine Lacassagne, des équipes de recherche de
I’ensemble du temitoire national, des équipes internationales et éventuellement par des industriels.

Un projet d’'étude clinique a été initié par le Laboratoire MICORALIS et destiné a mieux comprendre les liens entre microbiote
oral et maladie d’ Alzheimer, et nous souhaitons vous proposer de participer a cette étude, intitulée ORAMICAL.

Cette étude repose sur des prélévement oraux, indolores, de plaque dentaire et de salive, ainsi que des prélévements
sanguins. A cette occasion, un bilan dentaire et parodontal complet vous serait également proposé. Nous souhaiterions
aucune conséquence sur les traitements qui pourraient éventuellement vous étre proposés dans le cadre de la
consultation médicale de diagnostic de chutes ou de la maladie d’Alzheimer, mais pourrait vous permettre d’obtenir un
diagnostic complet en matiére bucco-dentaire, ainsi que les soins nécessaires le cas échéant.

L’étude qui est réalisée est une étude de clinique de type cas (personnes atteintes) / témoins (personnes non atteintes) réalisée
pour mieux comprendre les mécanismes oraux qui pourraient étre liés a la maladie d’Alzheimer; et, dans ce contexte, cette
étude ne présentera pas de bénéfice immeédiat pour vous, mais elle pourrait grandement contribuer a améliorer dans le futur la
prise en charge de cette maladie.

Cette participation a ce projet de recherche est libre et ne donnera lieu a aucune indemnité.

Vous avez le droit de refuser de donner votre accord ou de retirer votre autorisation a tout moment, sans avoir a en expliquer
les raisons et sans que votre décision influence en quoi que ce soit la qualité des soins que recevra votre enfant, et sans encourir
aucune responsabilité ; vous devrez alors en informer le Dr BORSA qui est responsable de la mise en place de cette étude au
0492 03 43 52. Les échantillons tissulaires seront alors détruits.

Traitement des données personnelles

Pour réaliser cette étude, il est en outre nécessaire de pouvoir disposer de données cliniques vous concemnant. Comme vous le
savez, celles-ci sont conservées dans votre dossier médical et gérées informatiquement, le traitement de ces données est
conforme a la loi Informatique et Libertés n°78-17 du 6 Janvier 1978 modifiée et ainsi qu’au réglement (UE) 2016/679 du
Parlement européen et du Conseil du 27 avnl 2016 (réglement général sur la protection des données). Le responsable du
traitement informatique est le Directeur Général du CHU de Nice. Le CHU de Nice a désigné un Délégué a la Protection des
Données (DPO) que vous pouvez joindre au @po@chu-nice.fr et qui pourra répondre 2 toutes vos questions concemant la
protection des données personnelles.

Ces données médicales fournissent des renseignements indispensables pour mener 2 bien ces travaux ; en effet, les nouvelles
connaissances sur les maladies sont produites grace au rapprochement des résultats de la recherche scientifique avec des
données cliniques des maladies et de leur évolution. Les données wvous concernant (deux premiéres lettres du nom
patronymique et du prénom, age, I’historique géographique, données cliniques, biologiques, histologiques et de conservation)
peuvent étre conservées dans une base de données pendant une durée de dix ans aprés la destruction de 1'échantillon
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biologique. La licéité de ce traitement informatique est I'intérét légitime poursuivi par le CHU deNice 2 des fins
d’amélioration du suivi de certaines pathologies, a des fins de recherche scientifique et de publications.

L'accés direct a ces différentes données se fera sous la responsabilité d'un médecin par des personnes soumises au secret
professionnel et collaborant a la constitution de cette biobanque.

Dans le cadre de certains projets de recherche, le CHU de Nice peut également étre amené, aprés vous avoir informé
individuellement et sauf opposition de votre part, a transmettre vos données non-nominatives a d’autres professionnels de
santé, le résultat de ces exploitations ne pouvant permettre de vous ré-identifier. Dans ce cadre, les informations vous
concemant sont susceptibles d’étre déposées chez un hébergeur de données de santé certifié a cet effet et traitées par des
partenaires externes intervenant dans la recherche.

La mise en place d'une recherche des caractéristiques génétiques constitutionnelles et la cession d’échantillons a partir
d’échantillons biologiques tissulaires et/ou de fluides congelés ou a température ambiante (dont les votres), feront 1’objet d'une
information et d’un consentement qui vous seront transmis afin de recueillir votre décision a cette nouvelle utilisation.

Conformément a la réglementation applicable, vous disposez de différents droits a savoir : droit 2 I'information, droit d’acces,
droit de rectification, droit a I’effacement, droit a la limitation du traitement de vos données personnelles, droit d’opposition,
droit de retirer votre consentement, droit a la portabilité des données (vous pouvez si vous le désirez récupérer vos données
pour votre usage personnel ou si cela est possible les transférer a un tiers) (pour plus d’informations contacter le DPO).

Vous pouvez exercer votre droit d'accés et de rectification aux informations qui vous concement, une limitation du traitement
relatif a votre personne, retirer votre consentement ou exercer votre droit a la portabilité en écrivant au Directeur Général /
Délégué 2 la Protection des Données (DPO) du CHU de NICE (Mail 2 dpo@chu-nice.fr ou Courrier a A I'attention du Délégué
a la Protection des données (DPO), Hopital de Cimiez, 4 ave de la Reine Victoria— CS 91179 — 06003 Nice Cedex.) De méme,
VOUS pouvez Vous opposer a votre participation 2 un traitement des données vous concemant pour des motifs légitimes, sans
que cela ne modifie en aucune fagon la prise en charge médicale réalisée par votre médecin.

Vous avez également le droit de porter une réclamation auprés de la Commission nationale Informatique et Libertés si vous
estimez que vos données ne sont pas traitées conformément a la réglementation des données personnelles.

Votre accord de participation

Conformément a I'article L1211-2 du code de la santé publique (loi 2004-800 du 06 aoat 2004), votre accord
d’autorisation est nécessaire pour que :

- des fluides et déchets biologiques non sanguins (salive et plague dentaire) soient prélevés dans votre bouche.

- un prélévement sanguin vous soit effectué

- ces échantillons biologiques soient utilisés dans le futur & des fins de recherche scientifique, dans le cas ou vos
caractéristiques génétiques propres devraient étre utilisées dans des projets spécifiques, vous serez sollicité pour un nouveau
consentement dédié a cette étude.

- vos données clinigues et histologiques (étude des tissus) rendues non nominatives soient centralisées dans une base
de données et mise 3 disposition des cliniciens et des chercheurs sous la responsabilité du Dr DOGLIO, Directeur du
laboratoire MICORALIS

Cet accord est révocable 3 tout moment. Afin d’exprimer votre souhait, nous vous demandons de bien vouloir lire et signer le
consentement éclairé qui se trouve a la suite de cette note d'information.

Quelle que soit votre décision, nous tenons 3 vous remercier de I'attention que vous avez portée a |a lecture de ce document.
Si vous souhaitez obtenir des informations complémentaires, vous pouvez contacter le Dr BORSA responsable de I'étude au
0452034352.

Paraphe du patient
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Centre Hospitalier Universitaire de Nice /

Laboratoire MICORALIS (Microbiologie orale, Inmunothérapie et Santé)
Directeur : Dr Alain DOGLIO — Responsable : Dr Leslie BORSA
Faculté de Chirurgie dentaire, Pole St Jean d"Angély — 5, rue du 22'*™ BCA 06000 Nice
Téléphone: 04 89 15 22 46

CONSENTEMENT DE CONSERVATION D'ECHANTILLONS BIOLOGIQUES ET TISSULAIRES

ET D’UTILISATION D S PERSONNELLES REN S NON NOMINATIVES
Je soussigné(e),
INOII .o e Prénom .......ooovvviiiieeieeeeiee e Date de
naissance :

Suite 2 la lecture ce jour, des informations présentes dans la note ci-jointe et aux explications données par le médecin,
notamment sur :

- La réalisation de prélévements salivaires et de plaque dentaire sur le fauteuil dentaire de 1’annexe du péle Odontologie du Pr
Claire LASSAUZAY (Centre Hospitalier Universitaire de Nice — Hopital de Cimiez) et leur conservation pour « archivage »
dans le cadre de la création d'une biobanque au Centre Hospitalier Universitaire de Nice (CHUN),

-La réalisation de prélévements sanguins sur I'HDJ par un infirmier (Centre Hospitalier Universitaire de Nice — Hopital de
Cimiez) et leur conservation pour « archivage » dans le cadre de la création d'une biobanque au CHUN,

- La réalisation a partir de ces échantillons, de cultures cellulaires permettant la mise en évidence de certamnes espéces
bactériennes et virales,

- L'utilisation de ces échantillons de fluides et déchets biologiques (salive et plaque dentaire) a visée de recherche,

- La constitution d'une base de données médicales comprenant certaines de mes données cliniques rendues non nominatives
qui powrra étre mise a disposition des cliniciens et des chercheurs sous la responsabilité du Pr Hofman, responsable de la
biobanque a des fins de recherche médicale,

-Les différents droits liés au traitement de mes données personnelles.

Le Docteur BORSA Leslie m'a expliqué la nature des études éventuelles qui pourront, dans le futur, étre effectuées sur les
échantillons de fluides et de déchets biologiques prélevés et conservés par les équipes du Centre Hospitalier universitaire de
Nice (INSERM / CNRS), du Centre Antoine Lacassagne, de 1'Université de Nice Sophia Antipolis ou d’autres équipes
nationales, intemationales et éventuellement par des industriels, et le fait qu'elles feront appel aux techniques de biologie
cellulaire et moléculaire, qu’elles pourront nécessiter potentiellement un examen des caractéristiques liées 2 ma pathologie
diagnostiquée qu’elles pourront s’étendre sur plusieurs années et que mes échantillons biologiques seront conservés en ce sens |
pour une durée de 20 années reconductibles tacitement a partir de la date de leur prélévement.
D’autre part, j'ai été informé(e) que la création de cefte biobanque ne comportait aucun risque pour moi, qu’elle était sans
bénéfice direct pour moi, puisque 1'objectif de cette étude est collectif, et permettra de mieux traiter les patients dans le futur.
Tai1 été informé(e) :
¢ De la nature des informations fransmises
e De la finalité du traitement des données
¢ Du fait que certaines données rendues non nominatives me concemant feront 1'objet d'un traitement informatisé,
respectant la loi Informatique et Libertés n°78-17 du 6 Janvier 1978 modifiée le 20 juin 2018 et ainsi au réglement
(UE) 2016/679 du Parlement européen et du Conseil du 27 avril 2016 applicable a compter du 25 mai 2018
(réglement général sur la protection des données)
* Des différents droits dont je dispose concemant le traitement de mes données: droit d’acces et de rectification de ces
données, droit d’opposition au traitement automatisé des données nominatives me concernant.
Des réponses ont été apportées a toutes mes questions. J'ai disposé d'un délai de réflexion avant de prendre ma décision.
Mon autorisation ne décharge pas les responsables de la tissuthéque de leur responsabilité.

[] PACCEPTE DE DONNER MON CONSENTEMENT POUR L'UTILISATION D’ECHANTILLONS ISSUS DU SOIN A DES
FINS DE RECHERCHES SCIENTIFIQUES. . J'ACCEPTE QUE LES DONNEES MEDICALES RENDUES NON
NOMINATIVES RECUEILLIES PENDANT MES SOINS ET ASSOCIEES AUX ECHANTILLONS SOIENT L’OBJET D'UN
TRAITEMENT INFORMATISE ET D'UNE DIFFUSION DANS LE CADRE DE PROJETS DE RECHERCHE.

[0 JE REFUSE DE DONNER MON CONSENTEMENT POUR L'UTILISATION D’ECHANTILLONS BIOLOGIQUES ET
DONNEES ASSOCIEES ISSUS DU SOIN.

Je sais que ma décision est révocable, et qu'en cas de changement de décision de ma part, je powrrai demander la destruction
des échantillons provenant de ma personne et qui sont encore conserves au sein du Laboratoire MICORALIS uniquement pour
des raisons scientifiques ainsi que les données médicales associées.

Fait en double exemplaire dont un remis au patient.

Signature du Medecmn Signature du sujet précédé(e)
de la mention « lu et approuvé »
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Annexe 2 : CRF (Case report form)

[ LI | Service coordonnateur Deélégation a la Recherche
Clinique et 4 I'lnnovation

Analyse du microbiote parodontal chez des sujets agés diagnostiqués
pour la maladie d’Alzheimer : Etude de cas/témoins

ORAMICAL (oral microbology in Alzheimer's patients)

21-A0I-05

CAHIER D'OBSERVATION

N* du patient (ou code patient): | __|__|

Initiales du patient: [__ |- 1__|
(1t= lettre du nowm - It= lettre du prénom)

Promoteur : CHU de Nice
DECI - Hépital de Cimiez
4 avenue Reine Victoria - BF 1179 - 06003 INice
® 0492034011 &=-0452034075
& : dro®chu-nice fr

Investigateur coordonnatenr ; BORSA Leslie

Odontologie

CHU de Mice - Hopital 5t Roch

& -04592034352-%:045203.41.19
& leslie. borsa@univ-cotedazur. fr

borsa li@chu-nice fr
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Code interne .
Instructions

21-ACT-05

FICHE D'INSTRUCTION
POUR REMPLIR LE CAHIER D'OBSERVATIONS

1- GENERALITES : »  Ecxivez dans I'espace réserve,
»  Ecrivez les mots en majusoalas,
»  Utlisez un stvlo i bille neir,
»  N'utilisez pas d'abréviations,
»  Complétez I'en-téte sur chagque page.

1-CASES:

Cases ouvertes (riteaux |__|__|__| ) :n'inscrives qu'] ssul caractére par case.
Cases fermées : cochez la réponse correspondante [
»  Valeurs numériques
- cadrez les valeurs mumériques 3 droits.
- e laissez pas de cases vides, mettez zéro. Bx:Incorrect: [_2 | _1_[__| Commect: | _0_1_ 2 1 11
- m'ajoutez pas de virgules, elles sont pré-codées si nécessaire, appliquez si besoin la régls d'arrondi.
» Dates: indiquez l=s dates sous la forme JourMdois/Année (jjnum/aaaa), excepté pour la date de naissance
qui doit Stre recusillie en Mois/Année (mm/aaaa).

3-ERRELRS:

Vous dewvez, en cas d'srreur, barrer I'information erronge par un simple trait afin qu'elle reste visible, noter la
correction a cité, signer et dater. Vious ne devez pas utiliser de correcteur.

4-FIN D'ETUDE :

Chaand la participation du patient s= termine, que cela soit au terme de 'stude ou de maniére prématurss, vous
devez remplir la fiche de fin d'stude.

= Ladate de fin d"étude :

= date de demiére information recusillis dans le cadre de I'études : aucun examen lié 3 I'stude, ni administration
du traitement 4 I'étude, ni recusil de données ne sera fait aprés cette date.

La date de fin d'étuds peut &tre la date de la demiare visite effectuée ou la date de la demiére information
(examen, EL. ) recusillie dans le cadre de cette visite.

»  ArrEt prématuré

5 le patient sort de I'étude avant le terme de I'étuds, veuillez prédser le motif de cet arrét prématurs. En cas de
doute, n'hésitez pas & contacter ' ARC promoeteur.

Arrét prématuré par la volonte du patient: Le patient peut, en offst, dédder a tout moment d'inferrompre sa
participation 3 I'étude (refus de poursuivre / retrait de consentement). Toutes les données collectées jusqu'a
V'arrét seront colligées et analysées (Loi Jards - Articlel. 1121-1-1du CSF, version au 18 novembre 2016).

5« RECUEIL DES EVENEMENTS INDESIRABLE DNANS LE TABLEATT DU CRE (=1 applicable, catdgore 1)

Doivent étre recusillis tous les Evénements Indesirables survemus pendant 1a durée de 'éhads.

* Définition :
Un événement indésirable (EI)est défini comme toute manifestation nodwe et non recherchee chez un
participant 3 un essai clinique, que cette manifestation soit life ou non a Ia recherche ou au traitement sur lequel
ports cette recherche.
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Code interne .
Instructions

21-A0I-05

n événement indésirable grave (EIG) a5t défini comme un évensment indssirable qui, quelle que soit 1a dose :
entraine la mort,

met en danger la vie du participant,

nécessite une hospitalisation ou la prolongation ds hospitalization (durde supérisure a 24 heures),

provoque un handicap ou une incapacité importante ou durabls,

. 5& traduit par une anomalie ou une malformation congenitale

a5t un Evénement potentisllemeant grave (meadicalement significatif)

o e

v Comsignes de vemplissage du tableas :

Une ligne sera renssignée par svénement indésirable, la nature de I'événement indésirabls sera soit le syndrome
soit un diagnostic ='il est Stabli (plutdt que les syoptdmes). Evitez les informations ambipugs (= douleur), le=s
abréviations (e« : IM, infarctus du myocarde ou insuffisance mitrals ?) et les combinaisons de termes (e
diarrhées nausées).

IMe pas cublisr de remplir le formulaire de dédaration des EIG si un événement indésirable est dsfini comme
grave, =t de I'envoyer 3 1a cellule vigilance de la DRECL

Concernant I'évelution de I'ELL on dit qu'il est:

Eésolu zans sé es - ='il s'agit du retour a I'état de sante antérieur 4 I'hespitalisation du patisnt (exempls : La
dépression n'est pas une séquelle d'une hospitalisation pour tentative de suicide, mais Iui stait antérisure).
Eegsolu avec séquelles : ='il s'agit d'un état de santé stable mais enfrainant des lésions definitives, provogquant
des symptdmes, un handicap, invalidant ou non, une lésion ou un stigmate (exempls : troubles de la mémeire
aprés un AVC).

6 - GROSSESSE

Toute grossesse, interruption volontaire ou thérapeutique de grossesse on fausse couche doit Stre déclarés an
promoteur dés que vous en aves conmaissance.

L'inwvestigateur doit suivre la patisnts jusqu'an terme de la grossesse ou de son interruption =t doit le notifier an
promoteur grice au formulaire de déclaration de grossesss.

5il'issus de la grossesse entre dans l= cadre de la dsfinition des EIG alors la procédurs des EIG s"applique.

51l s'agit d'uns exposition patemells, I'investigateur dait obtenir 'accord de la parturisnte pour recusillir l=s
informations sur la grossesse.

Me pas cublisr de remplir le formulaire de déclaration de grossesse et de I'envoyver & la cellule vigilancs de la
DRCI {5 applicable)

T-DONNEES MANQUANTES:  ND : MNon Disponible
ME : Mon Fait
MNA : Mon Applicable
5« CONTACT :
En cas de problémes lors du remplissage du CEF, venillez contacter le promoteur (coordonnges mentionnées en

page=11.

9 - CONVENTIONS DE REMPLISSAGE SPECIETQUES A CE CRE : (4 précsar)
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Code interne MN*° Patient
Visite de Sélection

21-A0105

VISITE DE SELECTION

Date: | __1_ 1A TS 11 lqnparassas)

RECUEIL DU CONSENTEMENT

Je certifie avoir recusilli le consentement libre et édairé du patient le

A1) avant toute procédure.

MNom de I'investigateur :

Signature de l'investigateur :

DEMOGRAFHIE

Date de naissance [ WA prasa s Age:|_|_|ans
Sexe: O Masoulin O Féminin

EXAMEN CLINIQUE

- Poids: I 1_1_lke

- Taille: [_I_l_lecm

- Tenszion artériells - PASI_I_I_1/PADI_I_|_ | mmHg
- Pouls: I_I_I__Ibpm

- Température : [ 1l I=C

- Examen clinique général : 0O Normal O Anormal

HISTOIRE DE LA MALADIE : MAL ADIE D° AT ZHEIMER.

- Date du diagnostic de la maladie : S T I O 7 O O N R 1 1 Y
- Stade dela pathelogie :

- Commentaires éventuels :
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Code interme MN*° Patient
Visite de Sélection

21-401-05

ANTECEDENTS MEDICAUX ET PATHOLOGIES ASSOCIEES

Le patient a-t-il des antécédents (médicaux et/ou chimurgicaux) et/ ou des pathologies assodées 7
QO Cui QO Non
% 51 Oui. meral de compléter le tablemy ci-dessous

Antécédents et autres Date de début Toujours en cours

pathologies associées (MMELAAAA) Oui o
SN N O T N a a
S PR PR R N a a
SN PR TR PR N a a
S PR VR PR N a a
SN PR TR PR N a a
S PR VR PR N a a

TRAITEMENTS ANTERIEURS / TRAITEMENTS EN COUES....

- Traitement antérieurs:
- Antécédents de chirurgie buceale dans les deux mois précédant le prélévementd Cui O Non

- Antécédents de traitement par rétinoides oraux, bisphosphonates, anticoagulants oraux ou
anticonvulsivants Cui O Nen
& i Owimerci de préciser dans le fablequ ci-dessous

- Antécédents de chimiothérapie (& demiers mois) O Cui O Non
& =i Owi merci de préciser dans le fablequ ci-dessous

- Antecédents de traitement antibiotique, anti-inflammatoire ou de bain de bouche (4 derniéres
semaines) O COui O Nen
& st Out,merci de préciser dans le tableau ci-dessous
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Code interne

N° Patient

Visite de Sélection

FICHE TRAITEMENTS ANTERIEURS

Meédicament Date de fin
mg:i’:m Indication Date de début Nter - Ex piape Sf',:ff"‘“‘ st pas
DCINom commercial | | ) Unité | Voie” (optionnelle) TABEALAL) ferming au déut de ét
(Jour Date de fin En cours
IV AAAA)
1 T Y Ly 1 =]
2 [ R ] I | Ly 1 =]
3 [ R Y B | 'y 1 =)
5 [ S ) I | Ly 1 =]
5 [ R Y B | 'y 1 =)

Code interne

Visite de Sélecton

- Traitement(s) concomitants 7

@ st O, remplir la fiche TRAITEMENTS CONCOMITANTS

Noote : Le traitement de fond du patient (li€ a sa pathologie) est un traitement concomitant & 1'essai.

57



Code interne N° Patient

Visite d'inclusion

21-ACI-05 1
VISITE DYINCLUSION
Date: | __ 1 1FA1_ 1T 1__ I goaorasss)
CRITERES DE SELECTION
CRITERES DYINCLUSION QOui Non
1. Age supérieur ou égal & 70 ans a a
2 Patient (ou personne de confiance) ayant lu et compris la note a a
d'information relative a I'étude, et signé le formulaire de consentement
eclairé
3. Affiliation & un régime de sécurité sociale a a
4 Pour les cas : Diagnostic de maladie d"Alzheimer possible ou probable ] a
selon le DSM
5. Signature d'un consentement édlaire, a a

51 ume ou plusicurs cases « NON » sont cochées le patient n'est pas inclus dans U'dtude

CRITERES DE NOMN-INCLUSION Oui | Non
1. Présence d'une pathelogie neurc-dégénérative (hors maladie o |
d’ Alzheimer pour les cas)
2. Présence d'un trouble neurccognitif (hors maladie 4"Alzheimer pour les a ]
cas)
3. Patient présentant ouw ayant présenté toutes sortes de cancers, v compris a d
buccal ou des voies adro- digestives
4 Patient présentant ou ayant présenté des maladies auto-immunes (VIH, ]
heépatite)
5. Patient présentant des maladies inflammatoires (type polvarthrite o o
rhumateide (PAR) ou syndrdme de Gougerot-Sjogren (5G]))
6. Patient présentant une hémopathie grave a ]
7. Patient présentant une pathologie aiglie ou chronique sévére cardio- a ]
vasoulaire, rénale, hépatique, gastro-intestinale, allergique, endocrinisnne,
pulmonaire, neuropsychiatrique, jugée par linvestigateur comme
incompatible avec la réalisation de l'étude car toutes ces pathologies
peuvent interférer avec les résultats de prélévement de la flore orale
5. Patient avant subi une intervention de chirurgie orale dans les a ]

deux mois précédant les prélévements

9. Patient traité par rétincides par wvoie orale, bisphesphonates,
anticoagulants oraux ou anticonvulsivants

10. Patient ayant eu une chimiothérapie anti-cancéreuse ou
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Code interne M*® Patiemt
21-A0T105

Visite d'inclusion

immunosuppressive dans les 6 derniers mois

11. Patient ayant eu un traitement antibiotique ou anti-inflammatoire dans
les 4 derniéres semaines

12, Un historique des traitements (médicaments et probictiques)
pris au cours du mois précédant le prélévement sera effectué, ainsi
gu'un releve des habitudes toxiques (tabac, alcool, autres)

13. Patients protégés par la loi sous tutelle ou sous curatelle, ou ne
pouvant pas participer a une étude clinique au titre de 1'article L.
1121-16 du Code frangais de Santé Publique

i une ou plusieurs cases « OUI » sont cochées le patient n'est pas inclus dans I'étude

Le patient est-il inclus dans1'étude ? O O O Non

SiNon, prédser 1a Talsom & .o oo e

O T T AT © e e e
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Code interne MN*® Patient . . .
Visite d'inclusion

21-A0T-05

VISITE DE RECUEIL DES DONNEES (le jour de la visite d"inclusion)

EXAMEN ODONTOLOGIQUE (CHIRURGIEN-DENTISTE) O NON FAIT
-Etat bucco-dentaire:

1. Prothéses dentaires -
Présence OCwi ONom

Niveau d'adaptation : O Safisfaisant O Non satisfmsant O Now applicable

% sur 100%

2 Coefficient masticatorre (en %o | |
L I

18|17 (16| 15| 14 | 13| 12| 11 21| 22| 23| 24| 25| 26 | 27 | 28

48 | 47 | 46 | 45 | 44 [ 43 | 42 | 41 31 | 32| 33| M | 35| 36 | 37| 38

3 5 5 3 3 4 1 1 Y 1 1 £ 3 3 5 5 3 =50

Dlent saine avec engrénement normal avec la dent antagoniste : valeur maximale associée 3 cette dent
Dents altérdes : valeur diminuée en fonction du retentissement sur |'engrénement

Absence d'une ou plusieurs dents : valeur nulle ainsi que pour la ou les antagonistes

Contact inexistant entre antageonistes - valeur nulle

Prothéses, fixes ou mobiles : valeur des dents qu'elles remplacent si elles assurent un engrénsment
normal

Toutes les dents présentes avec un engrénement normal © le coefficient masticatoire est de 100 %

3.Présence des mobilités dentaives | 00w O Non
51 ot graduation selon [a classification de Mithlemaam (1951) :
LMDegré 0 : mobilité physiologigue
LFDegré I : déplacement fransversal = Tnom
LFDegré 2 : déplacement transversal = Tnim

LFDegré 3 : déplacement ayial

4. Stade de Uatteints carieuse (1 présence) - CAOD
Nombre de derts carides (C) o ||
Nombre de derts absenfes (Al ||| Total: | _|__| sur28
Nombre de dernts obfurées (O): 1| |




Code interne N® Patient
21-A0I05

Visite d'inclusion

-Diagnostic parodontal (charting)

1. CAL = Clinical affachement Level » Niveau d'affache clinique -
-4 sites par dent (mesial, distal, vestibulaire et lingual), en mm
-Profondeur entre jonction amélo-cémentaire de la dent et fond de la poche/du sulous
-CAL = ou=1mm : situation physiclogique
-CAL = 2 - situation pathologique

2.PP5 & penodontal pocket depth » Profondeur des poches parodontales au sondage :
-4 sites par dent (mesial, distal, vestibulaire et lingual), en mm
-Profondeur entre rebord gingival et fond de la poche/du suloas
-PP5 = gu = 3mm: situation physiclogique (sulcus parodontal)
-PP5 = 3mume situation pathologique (poche parodeontals)

3. BOF « Blesding on probing » Indice de saigrement au sondage
- 4 sites par dent mésio-vestibulaire, disto-vestibulaire, mésio-palatin et disto-palatin), en %
- 0= absence de saignement au sondage
-1 = présence de saignement au sondage
-INombre de sites présentant des saignements divisé par le nombre total de sites mesurés x 100
-BOP =10 % : santé gingivale sur parodonte intact ou sur parodonts réduit avec ou sans
antécédent de maladie parodontale

4. PI: « Plague Index » Indice de plague (de 0d 3):
- OFI0 : Absence de plague
- QP11 : Plaque non visible a 1'oeil rou, détectable a la sonde
- OPI? : Plagque visible a 'ceil mu
- OFI3 : Dépdts abondants
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Code interne

21-A0I-05

Visite d'inclusion

CHARTING PARODONTAL REPRENANT LES DIFFERENTS INDICES CITES :

18 " * 15 “ 13 7 1" nlzin u 306 n »
Notied 0 0 0 o 1l O 0 L) 0 0 Q 0 0 0 0 0 0
et
Furcation
Sagrement as sosage
Flagie |
Nveaugnghal [0 0 0/0 0 0/0 0 0/0 0000000000 0(000 00000 C000000OOOI0O 00|00 OQIDOO
Profondesr de sondage (peche) [0 0 010 0 010 0 00 00000/000000/000) |0001000000000000:000C!000i000
Vestibulaire ) S=E i=E== = 3=
~
~AVA/ \ JANVA ~
Palatin .ﬂ, ; A B S i oA A
Nwaugnghal 10 0 0I0 0 Q{0 O O|DOOCOR0O00000|000 0e0lo0Cl000000000IOO0|OCOI000
Profondesr de sondage(peche) [0 0 DI0 0 00 0 D0 000000000 00[000 00000000 0D0O00OORIDOODIDOOI0ODD
Fague | |
Sagrement 24 50000
Facaton
Mote |
—{m.awmm- 0mm Niv. dattache moyen= 0 mm 0 % Plague o%suwuwml—
Note |
Furcaticn
Sagremet aswndage
Phge | | | {
Nveaugoghal [0 0 0 100 010 0 0io00/co0/o00lco0l0d0][oo0i0o0000n000000i0 00000000
Profordesrdesondagefpocne) |0 0 0 10 0 00 0 0/000/000/000/000/000){000!000/000/000/000i000/000/000
Lingual LR 1 oHd [ T Y Pt
=y LA LY O
7 At = 3 =
Vestibulaire ARTISRYSER] i { AT &\
Nveasgngnal [0 ¢ 0 [0 0 00 0 0[000{000[000[000[000 [000;'000‘000'000000'000 oooiC00
Profondesrdesondageipocre) 10 C 0 100 01000 oo0joooiooolooolooojfocojooniooniooeocoio00/000[0 00
Flage | |
Sxgrement as sontage |
Ercaton | !
Irpant | |
Motied 0 | O 0 0 0 0 | 0 0 0 0 0 |0 0 | 0 0 Q
o a 46 4 4 o a @ N RN B U % b 3




Code interne N° Patient . N .
Visite d'inclusion

21-A01-405

-Besoin d"un détartrage O Cui O Non

EXAMENS SPECIFIQUES A L'ETUDE

-IRM REALISE O NON REALISE O
RESULTAT :

-PONCTION LOMBAIRE EEALISE O NON REALISE O
RESULTAT :

AUTRES DONNEES A RECUEILLIR 0O NON FAIT
-Diagnostic neuro-cognitif : Patient témoin : ANA

score MMSE® -

*réalisé (ou récupéré s1um score est déjd comnu pour wie période tnférieure & 6 mots avant le

TECTUTEMENT).
-Prélévement sanguin
Taux sangin des marquenrs pro-irnflarmmatotres circulants ©
« IL-T:0__ | pgiml
o IL6:1__ | pgiml

o TNERY: ) Jparmf
» TNFRZ: ) [parmd
o ol-ACT L fpgiml
o SCOMOL: [ pagsmil
o fsCRP: Y __ [pgsmi

o M-80 ) fpmgemd

o MOP-Ti ) fpgimi

-Prélévement de plaque d la curette et prélévement parodontal intra-sulculatre avec pointes papier
recueillis dars des fubes de prélévements biologigues (chaoot comportera le numére d'inclusion et les initiales
de chagque patient par le chirurgien-dentfiste imvestigateur.

Extraction des ADN (génownes microbiens, bactériens et viraux) d partir des 2 prélévements oraux du
pafient

e Quantité d'ADN échantillon de plaque - | __| __| _| ngfml
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Code interne N Patient

21-A0T-05

Visite d'inclusion

o Ouartité & ADN échantillon de wicrobiote infra-sulculaire :

Cuantification des ADN par gPCR :
Agents pathoodnes ciblés :

¢ 9 herpes virws fuonains (HHV):
Herpes Stmplex Virws -1 (HS5V-1 o HHV-1),
Herpés Stmplex Virus -2 (HSV-2, ou HHV-2),

VEV (varicelle zona o HHV-3)
Epstein Barr Virus (EBV, ou HHVA) ;
Cytomégalovirus (CMV, ou HHV-3),
HHV-6A,

HHV-SE,

HHV-7,

HHV-S {ou kapost virus)

o 25 bactéries parodontales
Bactéries parodentopathogénes:
Etkenella corrodens
Prevotella melarinogenica
Strepiococcus mitis
Streptococeus oralis

Streptococous sanguis

Bactéries commensales :

Actinernyces naeslherdil

Ageregatibacter Actinomycetermcomitarns
Canrpylobacter rectus

Eubacterivom nodatum

Fusobacteriem nucleaium
Peptostrepiococous micros
Porphyromonas gingivalis

Prevotella trtermedia

Prevotella nigrescens

Tannerella forsythests

O+
O+

O+
O+
O+
O+
O+
O+

O+

O+
O++
O++
O++
O++

O++
O++
O++
O+
O++
O++
O++
O++
O+
O++

| mgiml

g+ g+ a-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
J+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
D+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
O+ O+- O-
D+ O+- O-
J+ O+~ Od-
O+ O+- O-
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Code interne M*® Patient . ; .
Visite d'inclusion

21-A0L05 N

Treponema denticola O+ O+ O+ 4-

TRAITEMENTS

- Traitements concomitants modifiés (debutés, arrétés, modification de posologie) depuis la visite
de sélection, en cours et antécédents
% 51 Owd, remplir ow metire d jour la fiche TRAITEMENTS CONCOMITTANTS

Note : Le traitement de fond du patient (li€ a sa pathelogie) est un traitement concomitant a I'essai.
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: Tableau des résultats

Annexe 3
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T0HI8L7 AWD
&-Ag
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TASH
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TOHIBET T0H1ST ouD'y
20H07'S TOHIBT | T0H3STT | Z0+356S | ZOH3T0T | Z0+396% | T0+398T | TOHIT9T 0438 70+395T | T0+3S67 | TOH30ST | TOHE9ST 043807 | T043CTY ni0'd
E0HIPY'T | pOHITET | $OHI6TT | SOFILTT | vOHIRET EOHIETT | pOHIEST | pOHICT'T | vOFITET | SOHISOT | E0+308°9 S0HITLS | pOH0TT | pOH399'T E0HI6LT | SOHIGES | £0+359°9 wy
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d’Alzheimer”.

Résumé :

La maladie d’Alzheimer (MA) affecte presque 50 millions de personnes dans le monde dont 1 million de francais.
Des preuves toujours plus importantes semblent indiquer un lien entre maladies parodontales et MA, faisant
progresser I'hypothése selon laquelle le microbiote parodontal pourrait jouer un r6le dans la pathogenese de la
maladie. Des études récentes suggerent que I'inflammation neuronale pourrait avoir une origine infectieuse, or la
parodontite est une maladie a composante inflammatoire dont la principale étiologie est infectieuse. Des
modifications microbiologiques du biofilm oral (dysbiose) sont responsables de la pathologie. Certains pathogénes
parodontaux majeurs ont ainsi été détectés dans les Iésions cérébrales de la MA, suggérant une connexion
infectieuse entre la sphére oro-pharyngée et le cerveau.

En plus des bactéries parodontopathogenes, de nombreuses études ont suggéré un lien entre parodontite et la
présence de virus du groupe des herpés virus humains (HHV). Ainsi, des infections par le virus d’Epstein-Barr
(EBV), Herpés simplex type 1 (HSV-1) et le Cytomégalovirus (CMV) ont été reliées a la présence d'une inflammation
de la cavité orale et au risque de parodontite.

Nous avons donc réalisé une revue systématique de la littérature a ce sujet qui a permis de conclure a un lien
potentiel entre HHV et maladie parodontale. En effet, la grande majorité des études incluses montre une détection
significativement plus importante des HHV dans les sites parodontaux atteints vs non atteints, particulierement
concernant HCMV et EBV.

Toutes ces découvertes montrent I'intérét certain d’améliorer la recherche dans ce domaine. Le deuxiéme objectif
de ce travail de thése a ainsi été de réaliser sur un nombre réduit d’échantillons de patients atteints et non atteints
de MA une détection de pathogénes parodontaux viraux via I'outi BIOMARK™ HD system, PCR en systéme
microfluidique de chez Fluidigm. Le protocole de recherche clinique expérimenté dans cette these a permis de
tester une nouvelle technologie, le systtme BIOMARK™ HD, qui permet de réaliser des milliers de réactions PCR
individuelles en simultanée grace a la technologie microfluidique, sur des échantillons parodontaux, et de mettre
en évidence de potentiels axes d’amélioration du protocole de mise en ceuvre de cet outil.

A l'issue de ce travail et de I'étude qui en découlera, des données pourraient peut-étre mettre en évidence un
certain nombre de marqueurs parodontaux prédictifs du développement ou de I'évolution de la MA, avec a la clé
un diagnostic précoce et un suivi facilité.
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